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SUMMARYJJF^THESIS
T h e  a i m s  o f  t h i s  p r o j e c t  w e r e  t h r e e f o l d ;  t o
p r o d u c e  a r e l i a b l e  m e t h o d  f o r  d e m o n s t r a t i n g  t h e  
f r a g i l e ( X )  s i t e  i n  human  c h r o m o s o m e s ;  t o  p e r f o r m  
p e d i g r e e  s t u d i e s  t o  a s c e r t a i n  t h e  i n h e r i t a n c e  o f  t h e  
s y n d r o m e  a nd  i t s  a s s o c i a t i o n  w i t h  m e n t a l  r e t a r d a t i o n ;  
a n d  t o  s h e d  l i g h t  on  u n d e r l y i n g  c y t o l o g i c a l  m e c h a n i s m s  
i n v o l v e d .
I n  a p i l o t  s t u d y ,  l e u c o c y t e  c u l t u r e s  f r o m  a 
f e w  k now n  f r a g i l e ( X )  p a t i e n t s  w e r e  g r o w n  u n d e r  a
v a r i e t y  o f  c o n d i t i o n s .  T h e  r e s u l t s  w e r e  a n a l y s e d  f o r  
t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e ,  t h e  q u a l i t y  o f  c h r o m o s o m e
m o r p h o l o g y  a n d  t h e  m i t o t i c  i n d e x .
T h r e e  c u l t u r e  c o n d i t i o n s  w e r e  c h o s e n  a n d  u s e d  
t o  g r o w  b l o o d  s a m p l e s  f r o m  i n d i v i d u a l s  w i t h  
n o n - s p e c i f i c  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  a l o n g  w i t h  a s t a n d a r d  
c u l t u r e  a c t i n g  a s  a c o n t r o l .
O u t  o f  t w o  h u n d r e d  a n d  f i f t y  s a m p l e s  f o r t y
o n e  w e r e  d e m o n s t r a t e d  t o  h a v e  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e
V
i n c l u d i n g  f i v e  o u t  oP s i x  o b l i g a t e  c a r r i e r s .
\
v
\
T he  m a j o r i t y  G f  t h e  p o s i t i v e  c a s e s  w e r e  
d e t e c t e d  b y  t h e  m o d i f i e d  c u l t u r e  c o n d i t i o n s ,  a l t h o u g h  
t h r e e  w e r e  o n l y  d e t e c t e d  b y  t h e  c o n t r o l  m e t h o d .  The  
m e t h o d  d e m o n s t r a t i n g  t h e  g r e a t e s t  p r o p o r t i o n  o f  c e l l s  
w i t h  a f r a g i l e ( X )  s i t e  was  n o t  t h e  same i n  e a c h  c a s e ;  
i t  w a s  t h u s  c o n c l u d e d  t h a t  m o r e  t h a n  o n e  m e t h o d  s h o u l d  
b e  u s e d  i n  s c r e e n i n g  f o r  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e .
T h e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e r e  i s  a 
c o n s i d e r a b l e  i n c r e a s e  i n  a u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e s  i n  
i n d i v  i d ua  1 s  w i t h  t h e  f  r  ag i 1 e ( X ) s i t e .  T h e  a u  t os o r n a  1 
f r a g i l e  s i t e s  w e r e  w i d e l y  d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  t h e  
c h r  omosome comp 1 e m e n t .
P o s s i b l e  m e c h a n i s m s  f o r  t h e  f r a g i l e ( X )  
s y n d r o m e  a r e  d i s c u s s e d .  A h y p o t h e s i  s i s a d v a n c e d ,  
p o s t u l a t i n g  a f a u l t y  g e n e  i n  t h e  t h y m i d i n e  s y n t h e t a s e  
p a t h w a y  wh i c h  r e s u  1 t s  i n 1 o w e r e d  t hy r n  i ne  p r o d u c t  i on  i n  
f r a g i l e ( X )  i n d i v i d u a l s ,  t h e  t h y m i n e  b e i n g  r e p l a c e d  i n  
t h e  DMA b y  o t h e r  b a s e s .  I t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  f r a g i l e  
s i t e s  on a u t o s o r n e s  a r i s e  f r o m  a f a i l u r e  o f  m i t o t i c  
c o i l i n g  d ue  t o  i m p a i r e d  b i n d i n g  o f  c h r o m o s o m a l  p r o t e i n s  
t o  a l t e r e d  b a s e  s e q u e n c e s .
V
T h e  l o c a t i o n  o f  t h e  g e n e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  
f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e  i s  d i s c u s s e d ,  a s  i s  i t s  p o s s i b l e  
r o l E  i n  c a u s i n g  m e n t a l  r e t a r d a t i o n .
\
\
.„0 QQfe§Qt 3 
S y . m m § r y _ o f i_ti t h e s j _ s
I D  .t: C 9 d y  £ 11 9  D
H i s t o r y  o f  c h r o m o s o m e s  
R e p l  i c a t  i o n  o f  DNA
C u l t u r e  m e t h o d s  r e q u i r e d  t o  d e m o n s t r a t e
c h r o m o s o m e s
K a r y o t y p e s
C h r o mo so m e  u 1 t r a s t r u c t u r e
I  b 9... £ C § 3 i  1 3  S.. 2>. 2 0  y  0 d C 9 *.0 9
X--1 i n k e d  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  
H i s t o r y  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e  
F r e q u e n c y  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e  a m o n g s t
p o p u l a t i o n s  
T r a n s m x s s i o n  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e  
C l i n i c a l  a b n o r m a l i t i e s  i n  f r a g i l e ( X )  p a t i e n t s  
B l o o d  c u l t u r e  m e t h o d s  t o  d e m o n s t r a t e
f r a g  i 1 e ( X ) s i  te?s 
A p p e a r a n c e s  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  
P r e n a t a l  d i a g n o s i s
T r e a t m e n t  o f  f r a g i l e ( X )  i n d i v i d u a l s
T h e  m e c h a n i s m s  o f  f r a g i l e  s i t e  p r o d u c t i o n
3 . 0  P j  l Q t _ j j r g  j e r :  t
3 . 1  I n t r cmc:'uc t  i ori  105
3 . 2  Samp 1e g r o u p  1Gb
3 . 3  C u l t u r e  m e t h o d s  u s e d  i n  t h e  p i l o t  p r o j e c t  106
3 . 4  S c o r i n g  o f  r s s u l I s  107
3 . 5  R e s u l t s  1 09
3 . 6  I n  t  e r p r e t a t  i on o f  r  e s u 1 t  s  112
3 .  7 Con c: 1 u s  i on s f  r  orn t h e  p i 1 o t  p r  o j  ec  t  117
4 . 0  D a t a  c o l l e c t i o n ;
4 . 1  I n t r o d u c t i o n  1 19
4 . 2  Co i dpar  i s o n  o f  t h e  f o u r  c u  1 t u r e  m e t h o d s  1 2 7
4 . 3  F r a g i 1e s i t e s  o t h e r  t h a n  t h e  f r a g  i 1e ( X )
q2 7 . 3  s i t e  1 32
4 .  4 D i s c  u s e  i on o f  t h e  a u t o s o m a  1 f r a g  i 1 e s i  t e s  1 42
4 . 5  T he  female- '  a g e  e f f e c t  1 4 6
5 . 0  §ytQ9§CX!....9£_..C§§i4l6§...0Qd|.... iQJi0CiaC:0i i§J;i9O
5 . 1  F e rn a l e  f  r  a g i 1 e ( X ) c a r  r  i e r ■ s 1 5 2
5 . 2   ^ Ma1e f r a g  i 1e ( X ) c a r r  i e r s  1 52
5 . 3  A u t o s o m a  1 f r a g  i 1 e s i  t e s  1 5 3
5 . 4  D i s t r i b u t i o n  o f  a u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e s  1 54
6.0
6 . 1 
6 . 2
6 . 3
6 . 4
6 . 5
6.6 
6 . 7
6 . S
6 . 9
6 .10
6 . 11
6 . 13
Q i . 9 £ y . § 0 i 9 D „ 9 £ _ . ! . : 0 § y l i 9
I n t r o d u c t i o n
Q u e s t i o n s  t o  b e  a c c o u n t e d  f o r  i n  a n y  h y p o t h e s i s
o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e  1 5 6
C r i  t e r  i a f o r  t h e  e v a 1u a t  i on  o f  e x  i s t  i ng
h y p o t h e s e s  160
P o s s i b l e  h y p o t h e s e s  161
M u t a t i o n s  i n  t h e  DMA b a s e  s e q u e n c e  h y p o t h e s e s  163
M u t a t i o n s  o f  c o d i n g  g e n e  h y p o y h e s e s  167
Comb i n e d  c o d i n g  g e n e  a nd  b a s e  s e q u  e n c e  rnu t  a t  i on  s
h y p o t h e s e s  171
M e n t a l  r e t a r d a t i o n  1 7 3
E x p l a n a t i o n  o f  t h e  a s s o c i a t e d  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  183
E v i d e n c e  o f  f r a g i l e  s i t e s  l i e i n g  i n  A -T  r i c h
r e g i o n s  o f  t h e  geneor ne  1 8 9
O b s e r v a t i o n s  e x p l a i n e d  b y  t h e  c o m b i n e d  h y p o t h e s i s  192  
F u r t h e r  e v i d e n c e  i n  s u p p o r t  o f  t h e  c o m b i n e d
h y p o t h e s i s  199
A ddendum H I
A pp e n d  j_x
1 0 . 0  C u l t u r e  m e t h o d s  u s e d  1
1 1 . 0  S p e c i m e n  p r e p a r a t i o n  f o r  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  11
1 2 . 0  B i o s y n t h e s i s  o f  p y r i m i d i n e  r i b o n u c l e o t i d e s  14
I n t r o d u c t i  on Page 1
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1 ■ 1 b i s t o r y ^ o f  „ c h r g m o s g m e s
1 . 1 . 1  Chrgrngsome, . .d j . s e g v e r y
C h r o m o s o m es  w e r e  f i r s t  o b s e r v e d  a b o u t  a 
h u n d r e d  y e a r s  a g o  b y  F r e n c h  a n d  Ger man  s c i e n t i s t s  
i n v e s t i g a t i n g  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  s e x  ( V i r c h o w  l B & o *  
We i sman 1 8 8 7 ) .  B e t w e e n  1 8 7 5  a n d  1 83 0  a n u m b e r  o f  
I n v e s t i g a t o r s  n o t e d  v i v i d l y  s t a i n i n g  r o d  s h a p e d  b o d i e s  
b e t w e e n  t w o  d i s t i n c t  a r e a s ,  o r  p o l e s ,  i n  p l a n t  a nd  
a n i m a l  c e l l s .  W a l d e y e r  was  t h e  f i r s t  t o  name t h e s e  
b o d i e s  c h r o m o s o m e s ,  a G r e e k  t e r m  m e a n i n g  ' ' c o l o u r e d  
b o d i e s " .  D u r i n g  t h e  e a r l y  1 8 8 0 ' s  t h e i r  b e h a v i o u r  d u r i n g  
c e l l  d i v i s i o n  was  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d .  T h e y  w e r e  
q u i c k l y  f o u n d  t o  d i v i d e  t h e m s e l v e s  p r i o r  t o  c e l l  
d i v i s i o n .  Many d i f f e r e n t  o r g a n i s m s  w e r e  c h o s e n  f o r  t h e  
e a r l y  s t u d i e s ,  s u c h  a s  t h e  g r a s s h o p p e r  b y  B a l b i a n i  i n  
F r a n c e  ( B a l b i a n i  1 8 8 1 ) ,  t h e  s a l a m a n d e r  e m b r y o  b y  
F l e m m i n g  i n  G e r m a ny  a n d  e m b r y o s  o f  t h e  r o u n d w o r m ,  
A s c a r i s ,  b y  w o r k e r s  i n  b o t h  F r a n c e  a n d  G e r m a n y .  I n  1 8 8 2  
F l e m m i n g  u s e d  a n o t h e r  G r e e k  w o r d  " m i t o s i s " ,  m e a n i n g
V
t h r e a d ,  f o r  t h e  e n t i r e  s e q u e n c e  o f  c e l l  d i v i s i o n  
i n c l u d i n g  t h e  c o n d e n s a t i o n  o f  t h e  c h r o m o s o m e s .
I n t r o d u c t i o n  Page  2
1 . 1 . 2  Ce l  l  d j y l s j o n
\
An u n d i v i d i n g  n u c l e u s  i s  t e r m e d  t h e  i n t e r p h a s e  
n u c l e u s .  T h e  c h r o m o s o m e s  a r e  r e l a t i v e l y  d i f f u s e  and
h a r d  t o  d i s t  i n g u  i s h  u n d e r  t h e  l i g h t  mi  c r o s c o p e ,  
a p p e a r i n g  a s  a r e t i c u l a r  ma s s .  T h e r e  i s  a c e n t r a l  
s y n t h e s i s  s t a g e  (S p h a s e )  a nd  t w o  p e r i o d s  o f  r e l a t i v e  
i n a c t i v i t y  <G1 a n d  G 2 ) .  C e l l s  t h a t  a r e  n o t  a c t i v e l y
d i v  i d i ng  rerna i n  i n  G 1 . 61 f  o l  1 owe c e l  1 d i v  i s  i on  a n d  i s  
t h e  r e p  1 en  i s h r n e n t  t  i rne f o r  n u c  1 e o t  i d e s ,  p r o t e  i n s  e t c . 
DNA d i v i d e s  d u r i n g  S p h a s e  t o  p r o d u c e  t h e  2n 
c o m p l e m e n t .  C e l l  d i v i s i o n  s t a r t s  a t  t h e  e n d  o f  G2.
D u r i n g  p r o p h a s e  t h e  c h r o m o s o m e s  s h o r t e n  and
b ec om e  d i s t i n c t  d o u b l e  t h r e a d s ,  e a c h  o f  w h i c h  i s  a
c h r o m a t  i d , J o  i n ed  a t  t h e  c e n t r o r n e r e . T h e  c:hi rornat  i d s  a r e
i d e n t i c a l  a n d  w i l l  become t h e  c h r o m o s o m e s  o f  t h e  
d a u g h t e r  c e l l s .  D u r i n g  m e t a p h a s e  t h e  c h r o m o s o m e s  move
t o  t h e  c e n t r e  o f  t h e  c e l l  a n d  b e c o me  a t t a c h e d  t o  a
s p i n d l e  on t h e  r n e t a p h a s e  p l a t e .  A n a p h a s e  f o l l o w s  when
t h e  c h r o m a t i d s  a r e  p u l l e d  a p a r t ,  o n e  g o i n g  t o  e a c h  p o l e  
o f  t h e  c e l l .  New n u c l e a r  m e m b r a n e s  f o r m  a r o u n d  t h e  t w o  
s e t s  o f  c h r o m a t i d s  and  c e l l u l a r  d i v i s i o n  o c c u r s .  
M e i o s  i s  i s  t w o  s u c c e s s i v e  d i v i s i o n s ,  t e r m e d  t h e  f i r s t  
a nd  s e c o n d  m e i o t i c  d i v i s i o n s .  I t  i s  t h e  means  b y  w h i c h  
t h e  c h r o m o s o m e  c o m p l e m e n t  i s  h a l v e d  i n  t h e  g o n a d s .
I n t r o d u c t  i on P ag e  3
1.  1 . 3  C h r g m g s g m e s ^ a n d  „ h e r  i . . tab ] }_ i t y
T h e  c o n c e p t  o f  h e r e d i t y  h a d  b e e n  a r o u n d
f o r  many y e a r s  p r i o r  t o  t h e  d i s c o v e r y  o f  c h r o m o s o m e s ,  
b u t  i t  was  n o t  u n t i l  1 884  t h a t  N a g e l i  p r o p o s e d  t h e  i d e a  
o f  an  " h e r i t a b l e  m a t e r i a l " .  H e r t w i g  a n d  S t r a s b u r g e r  
( 1 8 8 6 )  d e v e l o p e d  t h i s  i d e a  a nd  c o n c l u d e d  t h a t  s u c h  a 
m a t e r i a l  m u s t  b e  c o n t a i n e d  i n  b o t h  t h e  m a l e  s p e r m  a n d  
t h e  f e m a l e  e g g .  I n  1 88 8  B o v e r i  e s t a b l i s h e d  t h e  f a c t  
t h a t  c h r o m o s o m e s  p e r s i s t e d  f r o m  o n e  c e l l  d i v i s i o n  t o  
t h e  n e t  a nd  w e r e  n o t  j u s t  s t r u c t u r e s  assoc:  i a t e d  w i t h  
c e l l  d i v i s i o n .  H i s  w o r k  was  s o o n  u s e d  t o  d e v e l o p  
f u r t h e r  t h e  t h e o r y  o f  H e r t w i g  a n d  S t r a s b u r g e r .  I t  i s  
now a c c e p t e d  t h a t  c h r o m o s o m e s  s t o r e  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  
g e n e t i c :  m a k e - u p  o f  t h e  o r g a n  i sm a n d  p a s s  an i d e n t i c a l
c o p y  o f  t h e m s e l v e s  on t o  e a c h  d a u g h t e r  c e l l .
1 . 1 . 4  B e x  ^ c h r o m o s o m e s
T h e  n e x t  m a j o r  d i s c o v e r y  wa s  b y  W i l s o n  ( 1 9 0 9 )  
who d i s c o v e r e d  t h a t  " s e x "  was  a s s o c i a t e d  w i t h  a s p e c i a l  
p a i r  o f  c h r o m o s o m e s  c a l l e d  t h e  " s e x  c h r o m o s o m e s ' ,  t w o  
i d e n t  i c a 1 c h r o m o s o m e s  g i v i n g  r  i s e  t o  o n e  s e x ,  a nd  
d i f f e r e n t  c h r o m o s o m e s  g i v i n g  r i s e  t o  t h e  o t h e r .
I n t r a d u c t i  on 
1 . 1 . 5  G en e s
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Genes  w e r e  f i r s t  d e t e c t e d  b y  f o l l o w i n g  t h e
p a t t e r n s  o f  t r a n s m i s s i o n  o f  t h e  c h a r a c t e r  i s t  i c s  t h e y
d e t e r r n  i n e  t h r o u g h  s e v e r a !  g e n e r a t  i o n s  ( Me n de l  1 8 6 5 5
S u t t o n  1 9 0 3 ) .  T he  a n a l y s i s  o f  t h e s e  p a t t e r n s  p r o d u c e d  
v  e  r  i f  i a b 1 e p r  e d i c t  i o n s  a b o u t  t h e i r  b e h a v  i o u r  a n d 
i n t e r - r e l a t i o n s h i p s .  The  u n d e r s t a n d i n g  o f  h e r e d i t y  
d e p e n d s  on t h e  k n o w l e d g e  o f  t h e  p h y s i c a l  and  c h e m i c a l  
n a t u r e  o f  g e n e s ,  how t h e y  a c t  i n  d e t e r m i n i n g  t h e  
c h a r a c t e r i s t i c s  t h e y  c o n t r o l , a n d  how t h e y  c o n t r o l  a n d  
r e p l i c a t e  t h e m s e l v e s .  V a r i o u s  w o r k e r s  h a v e  s t u d i e d  t h e  
b e h a v i o u r  o f  c h r o m o s o m e s  a n d  o t h e r s  h a v e  s t u d i e d  t h e  
t r a n s m i s s i o n  o f  g e n e s .  T h e s e  t w o  f i e l d s  w e r e  t h o u g h t  t o  
b e  v e r y  d i f f e r e n t  u n t i l  m a r k e d  s i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  
t h e  rn w e r  e o b s  e r v e d .
I n  1911 B a t e s o n  a nd  M o r g a n  p u b l i s h e d  t h e i r  
f i n d i n g s  on l i n k a g e  b e t w e e n  g e n e s .  T h e y  e s t a b l i s h e d  
t h a t  g e n e s  w e r e  l o c a t e d  on t h e  c h r o m o s o m e s ,  a nd  t h a t  
t h e s e  w e r e  t h u s  i n h e r i t e d  b y  e v e r y  c e l l  o f  an o r g a n i s m .  
T h e  t e r m  g e n e  o n l y  r e a l l y  came i n t o  u s e  a t  t h i s  t i m e .  
T h e y  h a d  f o u n d  d i s t i n c t  g r o u p s  o f  g e n e s ,  i e .  g e n e s  t h a t  
w e r e  g e n e r a l l y  c o -  i nher-  i t e d , b u t  t h e s e  g r o u p i n g s  w e r e  
n o t  e x c l u s i v e .  The  n u m b e r  o f  l i n k a g e  g r o u p s  p r e s e n t  was  
n e v e r  g r e a t e r  t h a n  t h e  h a p l o i d  n u m b e r  o f  c h r o m o s o m e s  i n  
t h e  c e l l .  T h e y  c o n c l u d e d  t h a t  a c h r o m o s o m e  was  
e q u i v a l e n t  t o  o n e  s u c h  l i n k a g e  g r o u p  w i t h i n  w h i c h  
c r o s s - o v e r s  c o u l d  o c c u r .  C o n f i r m a t i o n  o f  t h i s  t h e o r y
' I n t r o d u c  i  i on PciQf
came f r o m  w o r k  b y  B r i d g e s  i n  1 9 1 3 .  He d i s c o v e r e d  t h a t  
t h e  l i n e a r  p a t t e r n  o f  b a n d s  i n  t h e  g i a n t  s a l i v a r y  g l a n d  
c h r o m o s o m e s  o f  t h e  f r u i t  f l y ,  D r o s o p h i l a ,  c o r r e l a t e d  
w i t h  c r o s s - o v e r  m a p s .  He a l s o  c o n c l u d e d  t h a t  t h e r e  m u s t  
b e  a 1 i n e a r  a r r a n g e m e n t ,  o f  g e n e s  a l o n g  a c h r o m o s o m e .
1 . 1 . 6  N u c l e i c _ _ a c i d
C h r o m o s o m e s  a r e  c o m p o s e d  o f  t w o  t y p e s  o f  
h i g h l y  c o m p l e x  c o m p o u n d s ,  p r o t e i n s  a n d  n u c l e i c  a c i d s .  
As  t h e s e  s u b s t a n c e s  a r e  a l s o  f o u n d  i n  t h e  c y t o p l a s m  t h e  
g e n e t i c  s u b s t a n c e  m u s t  b e  d u e  t o  t h e i r  a r r a n g e m e n t  i n  
t h e  c h r o m o s o m e  a nd  n o t  J u s t  t o  t h e i r  p r e s e n c e .
A l t h o u g h  c h r o m o s o m e s  w e r e  n o t  d i s c o v e r e d  u n t i l  
t h e  l a t e  1 8 7 0 7s ,  n u c l e i c  a c i d  h a d  b e e n  p u r i f i e d  f r o m  
c e l l s  a s  e a r l y  a s  1871 b y  M u s s c h e r .  He w o r k e d  o n  s a l m o n  
s p e r m ,  f r o m  w h i c h  h e  i s o l a t e d  DNA ( D e o x y r i b o n u c 1e i c  
a c i d ) .  S i m i l a r  s t u d i e s  l e d  t o  t h e  i s o l a t i o n  o f  a s e c o n d  
n u c l e i c  a c i d  RNA ( R i b o n u c l e i c  a c i d ) .  T h e y  a r e  l o n g  
m o l e c u l e s  made  up  o f  n u c l e o t i d e  s u b - u n i t s .  E a c h
’ - 7 7 / ' .  _ T h e  b a s e  c a n  b e  o n e  o f  f o u r ,  t w o  a r e
p y r i m i d i n e ' s  a n d  t w o  a r e  p u r i n e s .  I n  DNA t h e  p u r i n e s
a r e  a d e n i n e  ( A )  a n d  g u a n i n e  ( G)  a n d  t h e  p y r i m i d i n e s  a r e
t h y m i n e  <T)  a n d  c y t o s i n e  ( C ) ,  t h e  s u g a r -  i s  d e o x y r  i b o s e .
I n  RNA t h y m i n e  i s  r e p l a c e d  b y  u r -ac  i 1 ( U )  a n d  t h e  s u g a r
i s  r i b o s e .  R a r e  ' t a u t o m e r i c 7 f o r m s  o f  t h e  f o u r  b a s e s
4 - 5o c c u r  n a t u r a l l y  i n  t h e  DNA, a t  1 / 1 0  o r  1 / 1 0  . Some
rn i s p a  i r i n g  c a n  a l s o  o c c u r ,  e g .  C *  ( t a u t o m e r i c  v e r s i o n
I  n t  r od  uc  t  i 01 i P a g 0  6
o f  C)  c a n  p a i r  w i t h  A.  C *  n o r m a l l y  r e v e r t s  b a c k  t o  C
once? i t  i s  i n c o r p o r a  t e d  i n t o  t h e  DNA s t r a n d  a nd  w i l l
t h u s  n o t  p a i r  e x a c t l y  w i t h  t h e  T on t h e  o p p o s i t e  
s t r - a  n d .
Nu c 1e i c a c i d s , c on s i  s  t  i ng  o f  o n l y  f  o u r
s u b - u n i t s ,  w e r e  t h o u g h t  t o  b e  t o o  s i m p l e  f o r  t h e
c o m p l e x i t y  o f  g e n e s .  I t  wa s  e v e n  t h o u g h t ,  f o r  some
t i m e ,  t h a t  DNA h a d  o n l y  a r e p e a t i n g  s t r u c t u r e  o f  
ABCTAGCT e t c : , ,  t h u s  i t  was  t h o u g h t  t h a t  p r o t e i n s  m u s t  
be  t h e  g e n e t i c  m a t e r i a l .  E v i d e n c e  s h o w i n g  t h a t  t h i s  was  
n o  t  t  h e c a s e w a s  o n 1 y  s  1 o w 1 y  a 1 t  a i n e d .
A s t a i n  s p e c i f i c  f o r  DNA was p r o d u c e d  b y
F e u 1 g e n i n 1924  ( P e a r  s  e 1 9 6 8 ) .  T h e F e u 1 g e n rn e t  h o d i s
s p e c i f i c  f o r  DNA. Use  o f  t h i s  s t a i n  s h o w e d  t h a t  t h e
m a j o r i t y  o f  t h e  DNA i n  a c e l l  i s  c o n t a i n e d  i n  t h e  
c h r o m o s o m e s ,  a l s o  t h e  a m o u n t  o f  DNA i n  a c e l l  was  f o u n d  
t o  b e  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  n u m b e r  o f  c h r o m o s o m e  s e t s  
p o s s e s s e d  b y  t h e  c e l l ,  i e .  t h e  a m o u n t  o f  DNA i n  a
h a p l o i d  c e l l  i s  e x a c t l y  h a l f  t h a t  i n  a d i p l o i d  c e l l ,  
w h i c h  i s  h a l f  t h a t  i n  a d i v i d i n g  c e l l  a t  m e t a p h a s e  
( M i r s k y  a n d  R i s  1 9 4 9 ) .  D i f f e r e n t  s p e c i e s  p o s s e s s
d i f f e r e n t  a m o u n t s  o f  DNA i n  t h e i r  c e l l s .  P r o t e i n s  do  
n o t  s h  o w t h e  s  a rn e e x a c t  c: o r  r  e 1 a t  i o n . A t  h i r-ci i n d i c a t  i o n
t h a t  DNA i s  t h e  g e n e t i c  m a t e r i a l  l i e s  i n  t h e  f a c t  t h a t
t h e  r e l a t i v e  a m o u n t s  o f  A,  G, C,  a n d  T a r e  c o n s t a n t  f o r  
a g i v e n  o r g a n i s m  i n  a l l  i t s  c e l l s  b u t  v a r y  s l i g h t l y  
f r o m  i n d i v i d u a l  t o  i n d i v i d u a l  a n d ,  o f t e n  c o n s i d e r a b 1 y , 
b e t w e e n  s p e c i e s  ( C h a r g a f f  a nd  D a v i d s o n  1 9 5 5 ) .
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T he  f i r s t  d i r e c t  e v i d e n c e  t h a t  n u c l e i c  a c i d s  
a r e  t h e  g e n e t  i c. m a t e r i a l  came i n  1 9 2 8 .  G r i f f i t h s  ( 1 9 2 8 )  
f  o u n d t  h a t  rn i c e  i n j  e c: t  e d w i t  h a n a v  i r u  1 e n t  s  t  r  a i n o f  
b a c t e r i a  a l o n g  w i t h  h e a t  k i l l e d  c e l l s  o f  a v i r u l e n t  
f  orrn f  r e q u e n 1 1 y  s uc c u r n b e d  t o  i n f e c t  i o n . L i v  i ng  b a c t e r  i a 
o f  t h e  v i r u l e n t  t y p e  c o u l d  b e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  d e a d  
rn i c e ,  7 h e t  r  a n s f  o r  rn a t  i 6  n o f  t. h e b a c t  e r i a w a s  f  o u n d t  o 
be  d u e  t o  DNA ( A v e r y  e t  a l . ,  1 9 4 4 ) .  F u r t h e r  e v i d e n c e  
c a n  b e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  t o b a c c o  m o s a i c  v i r u s .  ( T h i s
c o n t a i n s  RNA n o t  DNA i n s i d e  i t s  p r o t e i n  c o a t . )  I f  t h e  
RNA f r o m  o n e  s p e c i e s  i s  p l a c e d  i n  t h e  p r o t e i n  c o a t  o f  
a n o t h e r  a n d  t h e  h y b r i d  a l l o w e d  t o  i n f e c t  a t o b a c c o  
p l a n t  t h e  new v i r u s e s  p r o d u c e d  a r e  a l l  o f  t h e  s p e c i e s  
t h a t  s u p p l  i e d  t h e  RNA.
Some o f  t h e  m o s t  p o t e n t  c h e m i c a l  a g e n t s  
c a u s i n g  g e n e  m u t a t i o n s  a r e  c o m p o u n d s  t h a t  s p e c i f i c a l l y
i n t e r a c t  w i t h  n u c l e i c  a c i d s .  T he  e f f e c t s  o f  t h e s e
c h e m i c a l s  a d d  f u r t h e r  w e i g h t  t o  t h e  t h e o r y  t h a t  DNA, o r  
RNA, and  n o t  p r o t e i n  i s  t h e  g e n e t i c  m a t e r i a l .
I  n t r o d u r  t  i on  
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P r o t e i n s  a r e  c o m p o s e d  o f  m o l e c u l a r -  s u b - u n i t s  
c a l l e d  p o l y p e p t i d e s ,  w h i c h  a r e  i n  t u r n  made up o f  ami  no  
a c i d s  l i n k e d  t o g e t h e r  i n  l o n g  c h a i n s .  E a c h  c h a i n  may 
c o n t a i n  2 0 0  o r  mo r e  arn i no  a c i d  m o l e c u l e s ,  b u t  t h e r e  a r e  
o n l y  2 0  d i f f e r e n t  a m i n o  a c i d s  p r e s e n t  i n  p r o t e i n s  
( S c h u l z  a n d  S c h i r m e r  1 9 7 9 ) .  P r o t e i n s  h a v e  t h r e e  l e v e l s  
o f  o r g a n i s e d  s t r u c t u r e ,  t h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  o f  t h e  
p o l y p e p t i d e  c h a i n ,  t h e  s p a t i a l  o r i e n t a t i o n  o f  t h e  a m i n o  
a c i d s  r e l a t i v e  t o  o n e  a n o t h e r  ( u s u a l l y  an  a l p h a  h e l i x ) ,  
a n d  t h e  o v e r a l l  p r o t e i n  s t r u c t u r e  ( how i t  i s  f o l d e d  a nd  
super-• fo ld e d ) .  Prote ins are cornp 1 ex both in shape and 
c o m p o s i t i o n  a nd  t h e y  a r e  a l s o  n u m e r o u s  i n  f o r m  
( A n f i n s e n  1 9 7 3 ) .
T h e b o n cl s  i n p o 1 y  p e p t  i d e c h a i n s  a r e  n o r m a l l y  
a 1 1  owed t o  r o t a t e  f  r e e 1 y  a l l o w i  ng  g r e a t  f 1 e x  i b i 1 i t y . I n  
b i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  f o l d i n g  i s  o n l y  a l l o w e d  i n  o n e  o f  
t h e  many  p o s s i b l e s  s h a p e s ,  d u e  t o  i n t e r a c t i o n s  o f  t h e  
arn i n o  a c i d  s i d e  c h a i n s .  T h e y  i n t e r a c t  w i t h  o n e  a n o t h e r ,  
a n d  w i t  h wa t  e r  mo 1 e c  u 1 e s , f  o r  rn i n g wea k n o n - c o v a 1 en  t  
b o n d s .  T h e s e  b o n d s  o n l y  a l l o w  f o l d i n g  i n t o  t h e  m o s t  
s t a b l e  s h a p e .  T h e  p e p t i d e  b o n d s  a r e  v e r y  p o l a r ,  
r e a c t i n g  w i t h  o n e  a n o t h e r  t o  f o r m  h y d r o g e n  b o n d s .  T h e y  
h o 1 d t  h e  s h a  pe  o f  t  h e  p r  o t  e i n s  a n d p r  ad  uc  e t  he  b i n d i n g  
i n t e r a c t i o n s  o f  t h e i r  s u r f a c e s  ( A n f i n s e n  1 9 7 3 ) .  E a c h  
p r o t e i n  i s  s p e c i f i c  i n  i t s  b i n d i n g  p r o p e r t i e s .  T h i s  i s  
d u e  t o  t h e  p o l a r  s i t e s  b e i n g  d i f f e r e n t  f o r  e a c h ,
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h o w e v e r ,  1 a r g e  p a r t s  o f  some p r o t e i n s  a r e  s i m i l a r ,  a n d  
t h e y  may s o m e t i m e s  b e  a b l e  t o  b i n d  t o  s i m i l a r  m o l e c u l e s  
(Oh 1 e nd  o r  f  e t  a 1 . , 1982  ) .  P r a t e  i i t s  a r e  s o  p r e c  i s o l  y
b u i l t  t  h a t  c h a n g i n g  J u s t  a f  e w a rn i n o a c i d s  c a n  c a u s  e
rn a j  o  r  c  h a n g e  s  i n t  h e p r  o t  e i n s  s  t  r «. i c  11 j  r  e o  r  , rn o r  e
i rnpor  t a n 1 1 y , a l t e r  i t s  s u r f a c e  reac .  t  i v  i t y .  Due t o  t h e  
s p e c i f i c i t y  o f  t h e  a m i n o  a c i d  s i d e  c h a i n s  t w o  d i f f e r e n t  
c o r i f  o r ma  t  i o n s  o f  t h e  same p r o t e i n  m o l e c u l e  may h a v e  
v e r y  d i f f e r e n t  c h e m i c a l  p r o p e r t i e s .
1 . 1 . 7 . 1  C h r o m o s o m a l  p r o t e i n s
T h e r  e a r  e t  w o g r  o u p s o f  c: h r  o rn o s  o rn a 1 p r  o t  e i n s ,
n o n - h i  s t o n e  p r o t e  i n s  wh i ch  d i s p l a y  g r e a t  d i v e r s  i t y , a n d  
h i s t  o n e p r  o t  e i n s .
T he  e a r l y  i d e a  o f  c h r o m a t i n  was  o f  a n u c l e i c  
a c i  d dup  1 e x  e x t e n s  i v e 1 y  c o v e r e d  i n p r a t e  i n .  Hi  s t o n e  
p r o t e i n s  a r e  v e r y  b a s i c  and  a r e  g e n e r a l l y  m o d i f i e d  i n  
t h e  c y t o p l a s m  s h o r t l y  a f t e r  t h e i r  s y n t h e s i s  t o  a i d  
t h e  i r  assernb 1 y  i n t o  c h r o m a  t  i n ( E l g i n  a n d  B o n n e r  1 9 7 0  ) .  
H i s t o n e  p r o t e i n s  b o u n d  t o  DNA p r e v e n t  i t s  
t r e n s c r i p t i o n , b u t  n o n - h i s t o n e  p r o t e i n s  c a n  r e v e r s e  t h e  
r  e p r  e s  s i  on  w i t  hi o u t  r  e rn o v  i n g t h e  h i s  t  o n e s  ( S p e i 1 b e r  g a n d 
H o r  t  i ca  1 9 6 9 ) .  N o n - h  i s t o n e  p r o t e  i n s  h a v e  a 1 o w e r  
a f f i n i t y  f o r  DNA a n d p r  ob a b l y  i n  t  e r  a c t  w i t  h s a c h  o t  h e r : 
t h e y  a r e  a d d e d  a t  a l a t e r  s t a g e  o f  r e p  1 i c a t  i o n .
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1.  1 , 7 . 2  P r o t e m  s y n t h e s  j_s
H i s i  o r i e p r  o t  e i n s  a n d D N A a r  e b o t h  s  y  n t  h e s  i s  e d 
d u r  i ng S p h a s e  o f  t  he  c e l l  c y c l e  wh i 1 s  t  n on  h i s  t  ne 
p r o t e i n s  a r e  c o n t i n u a l l y  s y n t h e s i s e d  t h r o u g h o u t  t h e  
c e l l  c y c l e ,  m o s t l y  a t  G2.  The  h i  s t o n e  p r o t e i n s  a r e  
a d d e d  t o  t h e  DNA towards- ,  t h e  end  o f  8 2 ,  t h e  n o n - h i  s t o n e  
p r  o t  e i n  s  a r  e a d d ed l a t e r  <S t  e i n a nd  Ba s e r  g a 19 70  ) .
1 . 1 . 8  Ch r oma t j _n
Two c l a s s e s  o f  c h r o m a t i n  c a n  b e  d i s t i n g u i s h e d  
f r o m  e l  e c t  r  o n rn i c  r  o g r  a p h s , he  t  e r  o c h r o r n a t  i n  ( c o n d e n s  e d ) 
a n d  e u c h  r o r n a t  i n .  I n  m o s t  c e l l s  907. o f  t h e  c h r o m a t i n  i s  
i n a c t  i v  e a n d rn o r  e c o rn p a c t  t  h an e u c h r  o rn a t  i n b u t  o n 1 y  a 
f  r  a c t  i o n  o f  t  h i s  i s  i n t  h e h i g h 1 y  c o n d e n s  e d f  o r  rn o f  
h e t e r o c h r o m a t i n .
1.  1 . 8 . 1 H e t e r o c h r o r n a t i . n
F r e n s t e r  ( 1 9 6 9 ) ,  u s i n g  r a d i o a c t i v e  p r e c u r s o r s  
o f  RNA, f o u n d  t h a t  t h e  l a b e l  was  m a i n l y  i n  t h e  
e u c h r  o rn a t i n ,  s> u g g e s  t  i n g t  h a t  h e t  e r  o c: h r  o rn a t  i n i s  
i n a c t  i v  e . H e t  e r  o c h r o  rn a t i n  i s  a s  p e c i a l  c: 1 a s  s  o f  
i n a c  t  i v e  c h r o m a  t i n .  I t  i s  r e g  i o n s  o f  t  i gh t 1y  b o u n d  DNA 
d u e  t o  t h e  n a t u r e  o f  i t s  b i n d i n g  p r o t e i n s .  I t  c a n  h e  
c o n s t  i t u t  i v e ,  p r e s e n t  i n  a l l  c e l  1 s  o f  an  i n d i  v  i d u a l , o r  
f a c u l t a t i v e ,  p r e s e n t  a s  h e t e r o c h r o r n a  t  i n i n  o n l y  some 
c e l l s .  The  f o r m e r  i s  t h e  o n l y  t y p e  t h a t  c a n  be
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d i s t i n g u i s h e d  f r o m  t h e  r e s t -  o f  t h e  c h r o m a t i n ,  i t
c o n s  i s t s  o f  s e r i a l l y  r e p e a t e d  DNA s e q u e n c e s  o f t e n  r i c h  
i n  A - T  b a s e  p a i r s .  C o n s t i t u t i v e  h e t e r o c h r o m a t i n  a l w a y s  
a p p e a r s  a t  t h e  same p l a c e  i n  t h e  genome ,  u s u a l l y  a t  the? 
c e n t r o m e r e s  a n d  t e l o m e r e s .  I t  h a s  a l o w e r  f r e q u e n c y  o f  
r  e  e o rn b i n a t  i o n a n cl rn a y  p o s s i  b 1 y  h a v e  a s  t  r  u c t  u r  a 1 r  o 1 e . 
F a c u l t a t i v e  h e t e r o c h r o r n a t  i n c o n t a i n s  g e n e s  t h a t  a r e  
s w i t c h e d  o f f  i n  a c e l l  ar id a l l  i t s  p r o g e n y .  I t  r e f l e c t s  
some o f  t h e  s t a b l e  d i f f e r e n c e s  a d o p t e d  b y  c e l l  t y p e s ;  
o c c u r i n g  a t  d i f f e r e n t  p l a c e s  i n  d i f f e r e n t  t i s s u e s .  I t
i s  known t h a t  a s  c e l l s  d e v e l o p  a n d  b e c o m e  m o r e
s  p e c i a 1 i s  e d rn o r  e g e n e s  a r e  s  w i t  c: h e cl o f f  c  o n s  e q u e n 1 1 y
t h e  a m o u n t  o f  h e  t e r o c h r o r n a  t  i n i n c r e a s e s .
H e t  e r  o c h r  o  rn a t  i c r- e g i o n s o f  c h r  o rn o s  o rn e s  r  e rn a i n 
c o n c l e n s e d  a t  i n t e r p h a s e , e x c e p t  d u r  i n g  r e p  1 i c a  t  i o n , 1 he
r e s t  o f  t h e  c h r o m o s o m e  u n c o i l s  a nd  s w e l l s ,  i e .
h e t e r o c h r o m a t i n  a n d  e u c h r o r n a t i n  r e p r e s e n t  e x t r e m e s  i n
t h e  f o l d i n g  o f  t h e  c h r o m o s o m e  ( L i m a  d e  F a r i a  1 9 6 9 ) .  T h e
DNA c o n t e n t  o f  a c h r o m o s o m e  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  i t s  s i z e  
(Mendelsohn e t  a l . ,  1 9 6 9 ) ,  t h e  DNA b e i n g  m o r e  o r  l e s s  
un  i f o r m l y  p a c k e d .  H o w e v e r  h e t e r o c h r o m a t i c  f i b r e s  a p p e a r  
t  d  b e rn o r e  c: o rn p a c t  t  h a n e u c h r  o rn a t  i c o n e s  d u r i n g  b o t h  
i n t  e r  p h a s e  an d me t  a ph  a s e .
One? o f  t h e  t w o  X - - ch r o mo s omes  i n  human
f e m a l e s  i s  c o n d e n s e d ,  a t  r a n d o m ,  i n t o  h e t e r o c h r o r n a  t  i n 
a n d  i s  t h u s  p e r m a n e n t l y  i n a c t i v a t e d ,  r e p l i c a t i n g  i n  
l a t e  S p h a s e .  T h e  same? X r e m a i n s  i n a c t i v a t e d  i n  a l l  
f u t u r e  p r o g e n y  c e l l s  ( L y o n  1 9 6 1 ) .
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L i m a  d e  F a r i a  ( 1 9 6 9 ) ,  u s i n g  a u t o r a d i o g r a p h y
n o t i c e d  t h a t  a l l  h e t e r o c h r o m a t i c  r e g i o n s  r e p l i c a t e '
l a t e r  t h a n  t h e  r e s t  o f  t h e  DNA,  n o t  J u s t  t h e
h e t e r o c h r o m a t  i c X - c h r o m o s o m e  i n  f e m a l e s  a s  h ad  b e e n  
t h o u g h t .  T h i s  X r e m a i n s  t i g h t l y  c o i l e d  t h r o u g h o u t  t h e  
c e l l  c y c l e  a p a r t  f r o m  d u r i n g  r e p l i c a t i o n  J u s t  p r i o r  t o  
d i v i s i o n ,  i t  i s  n o t  t r a n s c r i b e d .  ( T h i s  X~c h r o r no s o me  i s  
n o t  . n e c e s s a r i l y  t h e  snr-e c n o  i n  call c e l l s  e n d  i s  n o t  
h e t e r o c h r o m a t i c  a t  a l l  s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t . )  L i m a  de 
F a r i a  ( 1 9 6 9 )  f o u n d  t h a t  t h e  l a t e  r e p l i c a t i o n  o f
h e t e r o c h r o m a t i n  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  f a c t  t h a t  i t  i s  
h e t e r o c h r  o rna t  i n a nd  n o t  d u e  t o  i t s  b a s e  s e q u e n c e s ,  
w h i c h  a r e  s  i rn i 1 a r  i n  b o t h  X - c h r o m o s o m e s .
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1. 1 . 3 . 3  C g i l i n g _ a n d „ . a c t i y i t y _ g £ _ c h r g r n a t i n
C h r o m o s o m e s  o n l y  t a k e  up t h e i r  c h a r a c t e r i s t i c  
rn o r ■ p h o 1 o g i e s  a t  rn e t  a p h a s e . H e1  e r  o c: h r  o rn a t  i n a n d 
e u c h r o m a t  i n  b o t h  c o n t a i n  n u c l e o p r o t e i n  f i b r e s .  D u p r a w  
( 1 9 7 0  ) f  o u n d  t  h a t  e u c h r  o rn a t i c  f  i b r  e s  a r  e t  h i n n e r  t  h a n 
t  h o s  e i n h e t  e r  o c h r  o rn a t  i n , i m p l y i n g  t h a t  t  h e p a c k a g i n g  
an d  f o l d i n g  i s  t i g h t e r  i n  t h e  l a t t e r .  T h i s  w o u l d  make 
i t  m o r e  d i f f i c u l t  f o r  RNA and  DNA p o l y m e r a s e s  t o  g e t  a t  
t  h e d o u b 1 e h e 1 i x  a n d t  h l i s  a c c a u n t  f  o r  t  h e 1 a c k o f  
t r  a n s c r  i p t  i on  a n d  s  1 o w e r  r  ep 1 i c a  t  i on  o b s e r  v e d .  The  DNA 
rn a k e u p i s  t  h e s  a rn e i n  h e t e  r  o c: h r  o rn a t  i n a n d e u c h r  o rn a t i n  
f i b r e s  a n d  t h u s  i t  m u s t  be  t h e  p r o t e i n s  t h a t  b r i n g  
a b o u t  t h e  e x t r a  p a c k a g i n g  o f  t h e  f o r m e r -  ( H u b e r m a n  and  
A t t a r d i  1 9 6 6 ) .
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1 . 1 . 9  W a t s o n  a n d _ C r  i c k „ „ d o u b ]_§. J t § 1  i x
Many  p e o p l e  t r i e d  t o  w o r k  o u t  t h e  s t r u c t u r e  o f  
DNA and  c h r o m o s o m e s ,  b u t  i t  was  n o t  u n t i l  W a t s o n  a nd  
Cr■ i c k  , i n 1 9 5 3 ,  p u b  1 i s h e d  t h e  i r■ d o u b  1 e  h e  1 i x  w o r  k t h a  t  
t h e r e  was  a n y  r e a l  u n d e r s t a n d i n g  o f  c h r o m o s o m e  
s  t r u c  t u r e . T he  i r  wo r • k was  b a s e d  on X- r a y  d i f  f  r a c  t  i >:jn
an a 1 y s  i s  o f  DNA c r y s  t a  1 s . T h e y  f  o u n d  t h a  t  t h e y
c o n s i s t e d  o f  t w o  s u g a r  p h o s p h a t e  s t r a n d s  w o u nd  r o u n d  
e a c h o t  h e r  e v e r y  3 . 4  n rn.
T h e  W a t s o n  a nd  C r i c k  mo d e l  h a s  b e e n  a d d e d  t o
o v e r  t h e  l a s t  t h i r t y  y e a r s  b u t  i t  i s  s t i l l  c o n s i d e r e d
t o  b e  t h e  b a s i s  o f  c h r o m o s o m e  s t r u c t u r e .  N o t  o n l y  d o e s  
i t  e x p l a  i n t h e  c o m p o s  i t  i on o f  DNA b u t  i t  a l l o w s  d i r e c t  
r e p  1 i ca  t  i on o f  c:;ornp 1 ernen t a r y  s t r a n d s  s  i rnp 1 y  b y  
s e p a r a t  i on  a n d  p a  i r  i ng  w i t h  f r e e  n u c l  e o t i  d e s .  H e a t  
der ia t u r a  t  i on  e x p e r i m e n t s  h a v e  s how n  t h a t  b o t h  s t r a n d s  
a r e  c a p a b l e  o f  d i c t a t i n g  new s t r a n d s  i d e n t i c a l  t o  t h e  
o r i g i n a l  p a r t n e r  ( K o r n b e r g  1 9 6 1 ) .
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1 . 1 . 1 C)  B i n  g. l e  _ !  i n  e a r  __d u p. l e x  mode l .
E>;p e r  i rnen t s  b y  Mese 1 s o h n  and  B t  ah 1 ( 1 9 5 8 )  a nd
b y  B o n n e r  ( 1 9 6 8 )  u s i n g  human l e u c o c y t e s  s h o w e d  t h a t  DNA 
r e p l  i c a t  i on  i s  s e m i - c o n s e r v a t i v e .  T h i s  was  t a k e n  t o  b e  
a g o o d  i n d i c a t i o n  t h a t  c h r o m o s o m e s  d o  i n d e e d  c o n t a i n  a 
s i n g l e  1 i n e a r  d u p l e x  o f  DNA w h i c h  i s  t i g h t l y  f o l d e d  
( D u p r a w  1 9 6 6 ) .  D u p r a w  m e a s u r e d  t h e  c r o s s - s e c t i o n a  1 mass  
o f  c h r o m o s o m e s  a t  v a r i o u s  p o i n t s  a l o n g  t h e i r  l e n g t h .  He? 
d i s c o v e r e d  t h a t  t h e  DNA i s  p a c k a g e d  i d e n t i c a l l y  i n  t h e  
t w o  h o r n o l o g u e s  o f  a c h r o m o s o m e  p a i r .  M o r e  i m p o r t a n t l y  
h e  f o u n d  t h a t  t h e  n u m b e r  o f  f i b r e s  a t  a n y  o n e  p o i n t  
a l o n g  t h e  c h r o m o s o m e  w a s  f a i r l y  c o n s i s t e n t  e x c e p t  a t  
t h e  t e l o m e r e s ,  w h e r e  t h e  n u m b e r  was  a l m o s t  d o u b l e ,  a nd  
a t  t h e  c e n t r o m e r e s ,  w h e r e  t h e r e  w e r e  v e r y  f e w  ( D u p r a w  
1 9 7 0 ) .  P r om t h e s e  r e s u l t s  he  p r o p o s e d  a mo d e l  o f  a 
s i n g l e  1 i n e a r  d u p l e x  DNA c o i l  p a s s i n g  up  a n d  down t h e  
w h o l e  l e n g t h  o f  e a c h  c h r o m o s o m e  a r m ,  w i t h  t h e  
o cr. c a s  i on a 1 c r o s s  o v e  r  t  h e c  en t  r  orn e r  e i n t o  t  h e o t  h e r  
a r m .  A t  t h e  t e l o m e r e s  t h e  e n d s  w o u l d  h a v e  t o  b e  f o l d e d  
o v e r  t o  a c c o u n t  f o r  t h e  i n c r e a s e .  W e i g h t  was  a d d e d  t o  
t h i s  t h e o r y  f r o m  t w o  s o u r c e s .  I s o l a b e l l i n g  a n o m a l i e s  
c o u l d  e a s i l y  b e  a c c o u n t e d  f o r ,  b y  p r o p o s i n g  t h a t  o n l y  
some o f  t h e  f i b r e s  a t  a n y  o n e  p o i n t  o f  t h e  c h r o m o s o m e  
w e r e  i n v o l v e d  i n  t h e  ' o d d '  c r o s s - o v e r s .  S u b - c h r o m a t i d  
b r e a k s  a n d / o r  e x c h a n g e s  c a n  a l s o  b e  a c c o u n t e d  f o r .
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1 . 2  R e p l i c a t j . p n _ o f : „ D N A
A l t h o u g h  t h e  a m o u n t s  o f  t h e  f o u r  b a s e s  i n  DNA 
d i f f e r  f r o m  s p e c i e s  t o  s p e c i e s  t h e  a m o u n t  o f  A a l w a y s  
e q u a l s  t h a t  o f  T ,  a nd  t h a t  o f  6  e q u a l s  t h a t  o f  C.  The  
v a r i a t i o n  b e t w e e n  s p e c i e s  l i e s  i n  t h e  q u a n t i t y  o f  DNA, 
t h e  r a t i o  o f  A - T . / G- C  a nd  i n  t h e  b a s e  o r d e r  a l o n g  t h e  
c h a i n .  I t  was  t h u s  d e d u c e d  t h a t  A a l w a y s  p a i r s  w i t h  T,  
a n d  G a l w a y s  p a i r s  w i t h  C. W a t s o n  a n d  C r i c k ' s  d o u b l e  
h e l i x  mo d e l  o f  DNA i s  o f  t w o  p a r a l l e l  s t r a n d s ,  w i t h  
o p p o s i t e  p o l a r i t y  ( i e .  a l l  t h e  s u g a r s  p o i n t  t h e  same 
way  i n  o n e  s t r a n d  a nd  t h e  o p p o s i t e  wa y  i n  t h e  o t h e r ) ,  
wound  r o u n d  o n e  a n o t h e r .  T h i s  p a t t e r n  o f  p a i r i n g  means  
t h a t  o ne  s t r a n d  c a n  a l w a y s  b e  d i r e c t l y  t r a n s c r i b e d  f r o m  
t h e  o t h e r .  W a t s o n  a nd  C r i c k  ( 1 9 5 3 )  p r o p o s e d  t h a t  t h i s  
was  t h e  b a s i s  o f  DNA r e p l i c a t i o n ,  i e .  t h e  s t r a n d s  p a r t  
a nd  e a c h  t r a n s c r i b e s  a new p a r t n e r  i d e n t i c a l  t o  t h e  o n e  
i t  had  p r e v i o u s l y .  T h i s  t h e o r y  c a n  a l s o  a c c o u n t  f o r  t h e  
s p e c i f i c i t y  o f  g e n e s  w h i c h  m u s t  b e  c a r r i e d  i n  t h e  
n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s .  T h e s e  a r e  f a i t h f u l l y  p r e s e r v e d  a t  
DNA r e p l  I c a t  i o n  b y  t h i s  m e t h o d .
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M e s e I s o n  a n d  S I  a h i  ( 1 9 5 8 )  g r e w  b a c t  e r  i a ,
i 15E ^ c o l i ,  i n  a m e d i u m  c o n t a i n i  ng. t h e  i s o t o p e j  n i t r o g e n  (N)  
p r o d u c  i ng  ' h e a v y  DNA" .  6 r o  w t  h was  a l i o w e d  t  o c o n  t  i n u e  
a f  i  e r  t  r  a n s  f  e  r  r  i n g t  o n o r  rn a 1 m e d i a ,  t e s t i n g  t  h e D N A 
p r e s e n t  a t  v a r i o u s  t i m e s  a f t e r  t h e  t r a n s f e r ,  I n i t i a l l y  
a l l  t h e  DNA was  ' h e a v y ' ,  a f t e r  o n e  d i v i s i o n  a l l  o f  t h e  
DNA was  h a l f  a s  h e a v y  a s  b e f o r e .  A f t e r  t w o  d i v i s i o n s  
h a l f  o f  t h e  DNA r e m a i n e d  a t  t h e  new w e i g h t ,  t h e  r e s t  
b e i n g o f  n o r  rn a 1 d en s  i t  y . A f  t  e r  s  u c c: e s  s  i v e  d i v  i s  i o n s  t  h e 
p r o p o r t i o n  o f  n o r m a l  DNA g r e w  b u t  t h e  a b s o l u t e  a m o u n t  
o f  t h e  ' h e a v y '  DNA r e m a i n e d  t h e  s ame .  S i m i l a r  
e x p e r i m e n t s ,  on  e u c a r y o t e s  u s i n g  t r i t i a t e d  t h y r n i n e  ( ^ H )  
i n s t e a d  o f  ' h e a v y '  n i t r o g e n  s how s i m i l a r  r e s u l t s .  T h e s e
r  e s u 1 t  s a r e  i n a g r  e e m e n t  w i t  h p r  e d i c t i o n s  rn a d e f  r  o rn
W a t s o n  a nd  C r i c k ' s  t h e o r y .
K o r n b e r g  ( 1 9 8 0 )  was  a b l e  t o  s y n t h e s i s e  a
c o m p l e t e  DNA h e l i x  i n  a t e s t  t u b e  f r o m  s i n g l e  s t r a n d e d  
DNA p l u s  a s h o r t  p r i m e r  o f  d o u b l e  s t r a n d e d  DNA, s h o w i n g  
t h a t  i t  c a n  i n d e e d  a c t  a s  a t e m p l a t e  f o r  i t s  own
s y n t h e s i s .  T h i s  r e p l i c a t i o n  p r o c e s s  i s  c a l l e d  
sern i - c o n s e r v a t  i v e  r e p l i c a t i o n ,  b e c a u s e  o n e  s t r a n d  o f  
t h e  o r i g i n a l  d o u b 1 e h e 1 i x  i s  r e t a  i n e d  b y  e a c h  d a u g h t e r  
mol  e c u  1 e .
x
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The k n o w l e d g e  o f  DNA r e p l i c a t i o n  a nd  o f  RNA 
t  r ■ a r i b  c r  i p t  i o n a n d t  r  a n b  1 a t  i o n i s  n o w b e 1 1  e r  u n d e? r  s  t  o o cl 
b u t  i t  i s  s t i l l  b a s e d  on  t h e  t h e o r y  o f  W a t s o n  a n d  C r i c k  
( 1 9 5 3 ) .  DNA r e p l i c a t i o n  i s  now known t o  r e q u i r e  a 
n u rn h e r  o f  e n z y  rn e s  a n d  c a t a l y s t s  ' i n  v  i v  o ' ( M e s  e 1 s  o  I in
a n d  Stah i  1 1 9 5 8 ) .  DNA p o l  y r n e r a s e s  c a t a l  y s e  t h e  a dd  i t  i on  
o f  d e o x y - r i b o n u c  1 e o t i d e s  t o  t h e  3 - c a r b o n  e n d  o f  a 
g r o w  i ng DNA c ha  i n . (Th  i s  i s  c a  1 1 ed t h e  3- pr- i rne 13 '  II 
e n d ,  r e f e r r i n g  t o  t h e  d i r e c t i o n  i n  w h i c h  t h e  s u g a r  r i n g  
p o i n t s  a l o n g  t h e  c h a i n .  T h e  o t h e r  e nd  i s  s i m i l a r l y  
c a l l e d  t h e  5 '  e n d . ) DNA p o l y m e r a s e s  a l s o  u n w i n d  t h e  
d o u b l e  h e l i x ^ l o  o p e n  t h e  t e m p l a t e  f o r  r e p l i c a t i o n .  T h i s  
a p p e a r s  a s  a ' r e p l  i c a t  i o n  f o r k '  w h i c h  p a s s e s  a l o n g  t h e  
DNA j u s t  a he a d  o f  t h e  p o i n t  o f  s y n t h e s i s  (Ogowa a n d  
O k a z a k i  1 9 8 0 ) .
1 . 2 . 1 . 1  DNA_bq T u r n e r a s e s
DNA p o l y m e r a s e s  c a n  o n l y  p r o c e e d ’ i n  a 5 '  t o  a 
3 '  d i r e c t i o n .  T he  t w o  s t r a n d s  o f  DNA a r e  a n t i p a r a l l e l  
s o  w h i c h e v e r  way  t h e  r e p l i c a t i o n  f o r k  m o v e s  o n e  s t r a n d  
h a s  t o  r e p  1 i c a t e  i n  t h e  o t h e r  d i r e c  t  i o n . Th i s  p r o b  1 ern 
i s  o v e r c o m e  b y  s y n t h e s i s i n g  s h o r t  l e n g t h s  o f  DNA on  
t h i s  s t r a n d ,  t h e  ' l a g g i n g  s t r a n d ' .  E a c h  o f  t h e s e  
f r a g m e n t s  i s  s y n t h e s i s e d  i n  t h e  5 '  t o  3 '  d i r e c t i o n .  T h e  
f r a g m e n t s  a r e  a n n e a l e d  b y  an  e nz y m e  DNA l i g a s e .  I n  t h i s  
m a n n e r  b o t h  s t r a n d s  a r e  s y n t h e s i s e d  i n  t h e  same o v e r a l l
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d i r e c t i o n  (Ogowa a n d  O k a z a k i  1 9 3 0 ) .  T h e  r a t e  o f  DNA
s y n t h e s i s  v a r i e s  t h r o u g h o u t  t h e  g e n o m e .  The
i nc o r p o r  a t  i on  o f  DNA p r  ec  u r s o r s  i s  f a  s  t  e r  i n
e u ch  r  o ma t  i c t h a n  h e t  e r o c h  roma  t  i c r e g  i o n s  ( P a u l  1 9 6 3  ) .  
T i g h t l y  b o u n d  h e  t  e r  oc :h r  oma t  i n s  1 ouje doton DNA unw i nci i ng  
a nd  t h e  s y n t h e s i s  i s  s l o w e r .  DNA p o l y m e r a s e  a c t s  a s  i t s  
own p r o o f  r e a d e r  r e c o g n i s i n g  m i s - p a i r e d  b a s e s  a nd
r  e m o v  i n g t  h e rn. D i s  t  o r  t  i o n o f  t  hi e c h r  a  rn o s  o rn e s  t  r  u c t  u r  e 
m i l l  a l t e r  t h e  p o s i t i o n  o f  t h e  3 / e n d  o f  t h e  c h a i n  s o  
t h a t  i t  w i l l  n o t  b e  i n  t h e  r i g h t  p l a c e  f o r  f u r t h e r  
a d d i t i o n s .
DNA r e q u i r e s  an RNA p r i m e r  t o  a l l o w  s y n t h e s i s  
t o  s t a r t .  P o l y m e r a s e s  l a t e r  r e m o v e  t h e  p r  i r ne rs
r e p l a c i n g  t h e m  w i t h  t h e  c o r r e c t  DNA b a s e  d u r i n g  ' n i c k  
t r a n s l a t i o n ' .  DNA 1 i g a s e  r e a n n e a l s  t h i s  new DNA t o  t h e  
r e s t  o f  t h e  c h a i n .  On t h e  l a g g i n g  s t r a n d  e a c h  s h o r t  
s e c t i o n  o f  DNA n e e d s  a p r i m e r  ( K o r n b e r g  1 9 3 0 ) .
1 . 2 , 3  Profe i :  i t ! . j dQ. tb .S,s . ]_•§......£C91Q
P r o t e i n  s y n t h e s i s  i s  a t w o  s t e p  p r o c e s s .
S y n t h e s i s  o f  RNA f r o m  DNA i s  c a t a l y s e d  b y  RNA
p o l y m e r a s e  i n  a p r o c e s s  c a l l e d  'RNA t r a n s c r i p t i o n ' ,  t h e  
RNA i s  t h e n  t r a n s l a t e d  i n t o  p r o t e i n s  i n  t h e  c y t o p l a s m  
o f  t h e  c e l l  ( C h a m b e r l a i n  1 9 7 6 ) .
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1 . 2 . 3  R N A _ t r a n s c r i p .  t  Lon
RNA p o  1 y r n e r a s e s  b i n d  t o  t h e  p r o m o t e r  s e q u e n c e s  
o f  g e n e s  d u r i n g  t r a n s o r i p t i o n . SOX o f  DNA i s  
h e t e r o c h r o m a t i n  b u t  o n l y  147. o f  RNA p r e c u r s o r s  a r e  
f o u n d  h e r e ,  i e .  e u c h r o m a t i n  h a s  i n c r e a s e d  a c t i v i t y  
( F r e n s t e r  e t  a l . , ’ 1 9 6 3 ) .  RNA p o l  y r n e r a s e s  o c c u r  w i t h
e q u a  1 f r e q u e n c y  t h i r o u g b o u t  a l l  p a r t s  o f  t l i e  g e i 1 ou ;e , 
t h u s  r e p r e s s i o n  o f  s y n t h e s i s  m u s t  b e  i n t r i n s i c  t o  t h e  
c o n d e n s e d  s t a t e  o f  h e t e r o c h r o m a t i n  p r e v e n t i n g  i t  a c t i n g  
a s  a t  e rn p 1 a t  e f  o r  R N A p o 1 y  me r  a s  e s , g e n e s  h e r  e c a n n o t  
b e  t r a n s c r  i b ed  ( K o r n b e r g  19S0 ) .  RNA p o  1 y r n e r a s e  a 1 1 a c h e s  
t o  t h e  d o u b l e  h e l i x  f r o m  w h e r e  i t  i n i t i a t e s  l o c a l  
u n w i n d i n g  o f  a s i n g l e  t u r n  o f  t h e  c h a i n  e x p o s i n g  a 
s h o r t  s t r e t c h  o f  s i n g l e  s t r a n d e d  DNA, t h i s  i s  u s e d  a s  a 
t  e  rn p l a t e  f o r  i n  c o rn i n g r  i b o n u c l e o t i d e s .  T w o r  i b o n u c 1 -  
e o t  i d e  t r  i p h o s p h a  t e  monor ne r s  a r e  J o  i n e d  t o g e t h e r  b y  t h e  
enzy r ne  t o  b e g i n  an RNA c h a i n .  P o l y m e r a s e s  move a l o n g
t h e  DNA t e m p l a t e  e x t e n d i n g  t h e  RNA c h a i n  i n  a 5 '  t o  3 / 
d i r e c t i o n  u n t i l  i t  r e a c h e s  a t e r m i n a t i o n  s e q u e n c e ,  a t  
t h e  e nd  o f  a g e n e  o r  g e n e  s e q u e n c e ,  w h e r e  i t  i s
r e l e a s e d  f r o m  t h e  c h a i n  a n d  t h e  t e m p l a t e .  . T h J s . RNA/DNA 
d o u b l e  h e l i x  i s  u s u a l l y L _ 1 e s s  s t a b l e  t h a n  a DNA d o u b l e  
h e l i x ,  t h e  RNA i s  e x p e l l e d  a l l o w i n g  t h e  n o r m a l  h e l i x  t o  
r e f o r m .  I n  t h e o r y  e i t h e r  s t r a n d  o f  t h e  DNA c o u l d  be  
t r a n s c r i b e d  i n t o  rnRNA b u t  o n l y  o n e  i s  e v e r  u s e d  f r o m  a 
p a r t i c u l a r  s t r e t c h  o f  t h e  DNA, h o w e v e r  d i f f e r e n t ,  e v e n  
c o n s e c u t i v e ,  g e n e s  rnay b e  t r a n s c r i b e d  f r o m  o p p o s i t e  
s t r a n d s  ( P a u l  1 9 6 3 ) .  A p r o m o t e r  DNA s e q u e n c e  d e t e r m i n e s  
w h i c h -  s t r a n d  i s  c o p i e d  b y  d e t e r m i n i n g  i n  w h i c h
d i r e c t i o n  t h e  RNA p o l y m e r a s e  moves  ( C h a m b e r l a i n  1 9 7 6 ) .
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1 . 2 . 4  DNAmt r a n s i  a t  ji on
I n  e u k a r y o t e s  t h e  RNA p r o d u c e d  b y  
t  r  a n s c  r i  p t  i on ; i s  i  o f t  en e x  t  e n s  i v e 1y  a 1 t  e r  ed  i n  7 R N A 
p r o  c:. e s s i n g ' b e f  o r  e  t  hi e y  1 e a v  e t  h e n u c: 1 e u s  t  o b e 
t r a n s l a t e d  i n t o  p r o t e i n s .  Once  t h e  m o d i f i e d  rnRNAs r e a c h  
t  hi e c:y t  op  1 a sm t h e y  qu i c:: k 1 y  becorne a s s o c  i a t e d  w i t h  
r i b o s o m e s .  R i b o s o m e s  h a v e  t w o  a c t i v e  s i t e s ,  w h i c h  h o l d  
c: on  s e c  u t  i v e  t r i p l e t  s  o f  R N A b a s e s , c od  on s , a 1 on g a 
c h a i n .  R i b o s o m e s  e n s u r e  t h a t  RNA i s  r e a d  i n  t r i p l e t s  
( L a k e  1 9 8 1 ) .
T r a n s f e r  RNAs ( t R N A )  b r i n g  b a s e s  t o  t h e  rnRNA. 
E a c h  h a s  t w o  a c t i v e  s i t e s ,  an a n t i - c o d o n ,  w h i c h  p a i r s ,  
i n  a s i m i l a r  m a n n e r  t o  a DNA h e l i x ,  w i t h  t h e  rnRNA 
t r  i p 1 e t s , and  a s i t e  a t  t h e i r  c a r b o x y 1 e n d , wh i c h  
a 1 1  a c 11 e s  t o  s p e c i f i c  a rn i n o a c i d s . □ n c e t  h e y  a r  e
a t t a c h e d  t o  an  a r n i n o  a c i d  t h e y  b e c om e  a c t i v a t e d  i n t o  
h i g h  e n e r g y  s t a t e s .  T h e  a t t a c h m e n t  o f  a m i n o  a c i d s  t o  
t h e  a p p r o p r i a t e  tRNA i s  c a t a l y s e d  b y  a m i n o a c y l - t R N A  
s y n t h e t a s e s .  T h e r e  i s  a s p e c i f i c  e n z y m e  f o r  e a c h  o f  t h e  
t w e n t y  a m i n o  a c i d s ,  w h i c h  o n l y  r e c o g n i s e  t h e  r e l e v a n t  
t R N A s ,  When t-RNAs p a i r  w i t h  t h e  c o d o n  t h e y  b r i n g  t h e  
c o r r e c t  a r n i no  a c i d  t o  t h e  g r o w i n g  p r o t e i n  c h a i n .
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When t w o  t R N A s  h a v e  p a i r e d  w i t h  t h e  t r i p l e t s ,  
i n  t h e  a c t i v e  s i t e s  o f  t h e  r i b o s o m e s ,  a p o l y p e p t i d e  
b o n d  w i l l  s p o n t a n e o u s l y  f o r m  b e t w e e n  t h e  a m i n o  a c i d s .  
T h e  e n e r g y  r e q u i r e d  i s  r e l e a s e d  f r o m  t h e  b r e a k i n g  o f  
t h e  b o n d s  b e t w e e n  t h e  t R N A s  a nd  t h e  a m i n o  a c i d s .  A m i n o  
a c i d s  c a n  n o t  s p o n t a n e o u s ! y  a d d  t h e m s e l v e s  t o  t h e  e nd  
o f  a g r o w i n g  p r o t e i n  c h a i n ,  t h e y  m u s t  f i r s t  b e  r a i s e d  
t o  a h i g h  e n e r g y  s t a t e  s o  t h a t  t h e r e  i s  s u f f i c i e n t  
e n e r g y  a v a i l a b l e  t o  f o r m ■p o l y p e p t i d e  b o n d s .  E a c h  a m i n o  
a c i d ,  when i n assoc ,  i a t  i on w i t h  t RNA,  c a r r  i e s  t h e  e n e r g y  
f o r  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  n e x t  a m i n o  a c i d  a l o n g  t h e  
cl  ia i n , n o t  f o r  i t s  own a d d  i t  i o n .
As  s o o n  a s  a p o l y p e p t i d e  b o n d  h a s  f o r m e d  
b e t w e e n  t w o  a r n i n o  a c i d s  t h e  f i r s t  tRNA i s  r e l e a s e d  f r o m  
t h e  r i b o s o m e ,  w h i c h  c a n  t h e n  move  o n e  t r i p l e t  a l o n g  t h e  
rnRNA c h a  i n i n  a 5 7 t o  3 7 d i r e c t i o n .  A new tRNA c a n  now 
e n t e r  t h e  s e c o n d  a c t i v e  s i t e .  When a r i b o s o m e  r e a c h e s  
t h e  e nd  o f  a rnRNA c h a i n  i t  f a l l s  o f f  r e l e a s i n g  t h e  
p o l y p e p t i d e  c h a i n  (Sch i rn rne l  a nd  S a i l  1 9 7 9 ) .
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1 . 2 . 5  I h e _ a c c y r a c y _ g f . _ D N A _ r e p l j . c a t j i o n
Cornpl  e m e n t a r y  b a s e  p a i r i n g  d o e s  n o t  o n l y  
d e p e r i d  u p o n  t h e  s p e c  i f  i c: i t y  o f  t h e  h y d r o g e n  b o n d s  b u t  
a l s o  on t h e  e n v i r o n m e n t  p r o v i d e d  b y  t h e  r e p l i c a t i o n  
a p p a r a t u s  and  the? d e m a n d s  o f  t h e  e n z y m e s  i n v o l v e d .  
E r r o r s  o c c u r  i n  l e s s  t h a n  1 / 1 0 ^  b a s e  p a i r s .  T he  
a c c u r a c y  i s  a f f e c t e d  b y  h e a t  wh i c h  d e n a t u r e s  t h e  
e n z y m e s  r e q u i r e d  ( S p e y e r  1 9 6 5 ) .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  
w r o n g ,  b u t  s i m i l a r ,  b a s e  p a i r s  may b e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  
t h e  DNA, t h e s e  a r e  n o r m a l l y  r e m o v e d  b y  DNA p o l y m e r a s e s  
w h i c h  r e c o g n i s e  A - T  a n d  B--C b a s e  p a i r s  ( H a l l  a nd  Leh ma n  
1 9 6 8 ) .  When a c o r r e c t  f i t  i s  made t h e y  s y n t h e s i s e  a 
p h o s p h o d i e s t e r  b o n d  a n d  t h e n  move on  t o  t h e  n e x t  
t r i p h o s p h a t e .  I f  a m i s t a k e  i s  made t h e  e n z y m e  w o u l d  be  
i n  t h e  w r o n g  p o s i t i o n  t o  a c c e p t  t h e  n e x t  t r i p h o s p h a t e  
a n d  t h e  e r r o r  m u s t  b e  c o r r e c t e d  b y  r e m o v i n g  t h e  
o f f e n d i n g  b a s e .  H o w e v e r  i n  some p a r t s  o f  t h e  g e n o m e ,  
b a s e s  o t h e r  t h a n  A , G , C  a n d  T a r e  f o u n d  i n  t h e  DNA 
w i t h i n  t h e  n o r m a l  s e q u e n c e .  7Odd b a s e s  a l s o  o c c u r  
w i t h i n  RNA, w h i c h  a r e  t r a n s l a t e d  f r o m  DNA.
H o l l e y  e t  a 1 . ,  ( 1 9 6 6 )  h a v e  s hown  t h a t  t h e  b a s e
p s e u d o u r a c i l  a p p e a r s  t o  b e  common t o  a l l  t R N A 7 s ,  i n  t h e  
s e q u e n c e  G - T - U p - C - G ,  a t  t h e  s i t e  u>t»ere r i b o s o m e s  b i n d  
d u r i n g  RNA s y n t h e s i s .  T h e y  h a v e  p u t  t h i s  f o r w a r d  a s  
f u r t h e r  e v i d e n c e  t h a t  b a s e s  o t h e r  t h a n  A,  G, C a n d  T 
m u s t  o c c u r  i n  DNA a t  c e r t a i n  s i t e s .  T h e s e  7 o d d 7 b a s e s  
m u s t  be  a b l e  t o  m a i n t a i n  t h e  s t e r e o c h e r n  i s t r y  o f  t h e  DNA 
h e l i x  s o  t h a t  t h e y  a r e  n o t  r e m o v e d  b y  t h e  p o l y m e r a s e s .
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T he  p o l y m e r a s e s  r e c o g n i s e  A~T a n d  G- C  b a s e  
pa  i r s  on  s i e r o c  hern i c a 1 c r  i t e r  i a (Ha l  1 a nd  Lehman  1 9 6 8  ) . 
A l l  p u r i n e s  h a v e  s i m i l a r  s t r u c t u r e s ,  a s  d o  a l l  
p y r i m i d i n e s  ( s e e  d i a g r a m s  l a  a n d  l b ) .  The  s p a c e  b e t w e e n  
t h e  t w o  s u g a r - p h o s p h a t e  c h a i n s  i n  DNA o n l y  a l l o w s  
p a i r  i n g b e t  w e e n a p y  r  i rn i d i n e a n d a p  u r  i n e rn o 1 e c u 1 e , t  w o 
p u r i n e s  w o u l d  be  t o o  l a r g e  a nd  t w o  p y r  i rn i d i n e s  t o o  
Bin a 1 1 . A ny  pyr  - i rn i d i n e  c a u l  d pa  i r  w i t h  a n y  p u r  i n e  t o  f  i t  
t h e  s p a c e , h o w e v e r  d i f  f e r e n  t  p u r  i n e s  a nd  p y r  i rn i d i n e s  
h a v e  d i f f e r e n t  e l e c t r o n  b i n d i n g  p r o p e r t i e s  a s  a r e s u l t  
o f  t h e i r  d i f f e r e n t  s i d e  c h a i n s .  A n o r m a l l y  p a i r s  w i t h  T 
f o r m i n g  t w o  h y d r o g e n  b o n d s  w h i l s t  C p a i r  s  w i t h  G 
f o r m i n g  t h r e e  h y d r o g e n  b o n d s  ( s e e  d i a g r a m  2 a ) .  C c a n  
n a t  p a i r  w i t  h A b e c a u s  e t  h e a rn i n o g r o u p  a t  c a r  b o n 4 o f  
C w o u l d  b e  r e p e 1 1 ed b y  t h e  a m i n o  g r o u p  a t  c a r b o n  6 o f  
A,  d i s t o r t i n g  t h e  DNA e; t r u e  t u n e ,  a l s o  n o  h y d r o g e n  bonds ;  
wou 1 d b e  a b l e  t o  f  or rn b e t w e e n  t h e r n . The  p o l  y r n e r a s e s  
w o u l d  t h u s  r e c o g n i s e  a f a l s e  b a s e  p a i  r  i n g . H o w e v e r  C 
c o u l d  p a i r  w i t h  a r a r e  t a u t o r n s r  o f  A,  ( A * ) ,  p o s s e s s i n g  
t w o  i rnrn ine g r o u p s ,  a t  c a r b o n s  1 a nd  6 ( s e e  d i a g r a m  2 b ) .  
S t e r  ochern i c a  1 c r i t e r i a  a l s o  p r e v e n t  T--G p a i r s  o c c u r r i n g  
i n  DNA.  P o l  y m e ra s e s ,  c a n  r e c o g n  i s e  f a  1 s e  b a s e  p a i r i n g s ,  
u n l e s s  b a s e s  w i t h  s i m i l a r  s  t e r  ochern i s  t r y  t o  t h e  n o r m a l  
p a  i r  i n g s  a r e  p r e s e n t  (see:  d i a g r a m s  l a  a nd  l b  o f  s i m i l a r  
p u r  i n e s  a nd  p y r  i rn i d i n e s  t o  t h e  u s u a  1 f o u r  b a s e s  ) ;
H e a t  c a n  a l s o  a l t e r  t h e  r e c e p t i v e  s i t e s  o f  
p o l y m e r a s e s  a l l o w i n g  t h e  n e x t  t r i - p h o s p h a t e  t o  f i t  e v e n  
when t h e  p r e v i o u s  o n e  i s  o f  t h e  w r o n g  t y p e .
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1 . 3 . 1  E a r  T_y__at tern f i t s  a t  c u  I t  u r  mg.
I n  t h e  e a r l y  s t u d i e s  o f  c h r o m o s o m e s ,  c e l l s  
w e r e  v i e w e d  d i r e c t l y  b y  a l i g h t  mi e r a s e o p e ,  w i t h o u t  a n y  
p r e p a r a t i o n ,  a p a r t  f r o m  s q u a s h  i ng  o r  s l i c i n g  up  t h e  
m a t e r i a l .  S a m p l e s  t h a t  a r e  a m e n a b l e  t o  s u c h  a p r o c e d u r e  
a r e  1 i r n i t e d ,  h e n c e  t h e  s t u d y  o f  e m b r y o s ,  r o o t  t i p s  
e t c . ,  w h e r e  c e l  1s  a r e  r a p  i d l y  d i v i d i n g .  I n  1934  Ha 1d a n e  
p r e d i c t e d  t h a t  i f  b l o o d  l e u c o c y t e s  c o u l d  be  c u l t u r e d  
t  if e h u rn a n c h r  o rn o s  orn e cornp 1 erne n t  c o u 1 d b e  s  t  u d i ed'  
i n t  e n s  i v  e 1 y  < C h r  u s  t  s  c h o f  f  1 9 3 5  ) .  S u c h a p r  a c t  i c a 1 t  o  o 1 
h a s  now b e e n  a v a i l a b l e  f o r  a n u m b e r  o f  y e a r s .  B l o o d  
l e u c o c y t e s  d o  n o t  n o r m a l l y  d i v i d e .  T h e y  o n l y  d i v i d e  
r  a p i d 1 y  wh e n f  i g ! 11 i n g i n f  e c  t  i o n s a 1 1  a c: k i n g t  h e b od y . 
O s g o o d  a n d  K r i p p a e h n e  < 1 9 5 3 )  w e r e  t h e  f i r s t  t o  
s u c c e s s f u l l y  c u l t u r e  l e u c o c y t e s  a nd  d e s c r i b e  t h e  
' g r a d i e n t  c u l t u r e ' .  T h e  ' g r a d i e n t  f a c t o r '  i s  an  i n d e x  
o f  t h e  a b i l i t i e s  o f  d i f f e r e n t  c e l l  t y p e s  t o  d i v i d e  ' i n  
v i t r o ' .  M i t o t i c  a c t i v i t y  i s  r e l a t e d  t o  t h e  n u m b e r  o f  
c e l l s  p e r  u n i t  v o l u m e  a n d  t o  t h e  p r esence?  o f  o t h e r  
ac  t  i v e 1 y d i v i d i n g  c e l l s ,  wh i c h  d e e r e a s e  t h e  f a c  t o r .
B l o o d  i s  t h e  m o s t  r e a d i 1 y  a v a i l a b l e  t i s s u e  f o r  
c u l t u r i n g  a n d o b s  e r  v  i n g c h r  o m o s  o rn e s . G o o d s  p r  e a d s  w i t h  
a l a r g e  n u m b e r  o f  m e t a p h a s e  d i v i s i o n s  c a n  now b e  
o b t a i n e d  f r o m  p e r i p h e r a l  b l o o d  s a m p l e s .
I  n tr oduc; t  i on Page
1 . 3 . 2  U s e _ o f _ m j . t o g e o l c _ a g e n  t s
N o w e l l  ( 1 9 6 0 a )  o b s e r v e d  t h a t  rn on on l i  c  1 e a r  c e l l s  
o f  p a r  i p h e r a  1 b l o o d  a r  e rn i t o t  i c a  1 1 y  ac  t  i v e  a f  I ; e r  a 1 ag 
p e r i o d  o f  4 8 - 7 2  h o u r s  i n  c u l t u r e .  T h i s  c o n f i r m e d
e a r l i e r  r e p o r t s  o f  ' i n  v i t r o '  m i t o s i s  d a t i n g  r i g h t  b a c k
t o  1 9 1 5 ,  h o w e v e r  a s u i t a b l e  number '  o f  m i t o t i c  c e l l s  
c o u l d  n o t  be  o b t a i n e d  d i r e c t l y  f r o m  b a s i c  c u l t u r e s .  Due 
t o  t h i s  p r o b l e m  t h e  f  i r s t  a n a l y s i s  o f  t h e  human 
k a r  y  o t  y  p e , f  r  o rn p e r  i p h e r  a 1 b l o o d ,  ur a s  n o t  a c h i e v  e d 
u n t i l  1 95 9  b y  H u n g e r  f o r d  e t  a l . .
Under-  t h e  i n f l u e n c e  o f  m i t o g e n i c  a g e n t s  
1 y  rn p h o c y  t  e  s  a r  e rn o r  p h o 1 o g i c a l l y  a 1 t  e r  e d i n t o  b 1 a s  t  - 1  i k e 
c e l l s  t h a t  d i v i d e  i n  c u l t u r e ,  N o w e l l  ( 1 9 6 0 b )  f o u n d  t h a t  
rn i t  o t i c  a g e  n t  s  ur e r e  t  h e e s  s  e n t  i a 1 a g e n t  s  i n c u 1 t  u r  e 
co r  id i t  i o n s .  He f o r t u i t o u s l y  n o t e d  t h a t  PHA 
(p' hy t o h a e m a g g  1 u t ) n i n ) ,  o r  i g i na  1 1 y  u s e d  b e c a u s e  o f  i t s  
h a e rn a g g 1 u t  i n a t  i n g p' r  o p e r  t  i e s , ur a s  rn i t o g  e n i c , r  e q li i r  i n g
no  e x t r a  a g e n t s .  PHA i s  a p r o t e i n  p r e p a r e d  b y  s a l t
e x t r a c t  i o n  f r o m  P h § S ® S l y . § - - ^ Q rilG5y Q i §  ( n a v y  b e a n )  o r
E t ‘§§.§Qly. i :__v u l g a r j . _ s  ( r e d  k i d n e y  b e a n ) .  R i g a s  a nd  Head
( 1 9 6 9 )  p u r i f i e d  PHA f r o m  b e a n  e x t r a c t s  ar id w e r e  a b l e  t o  
o b t a i  n a s u  i t a b  1 e n u m b e r  o f  1 e u c o c y t e  d i v i  s  i o n s .
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PHA h a s  l i t t l e ,  i f  a n y ,  c y s t i n e  o r  m e t h i o n i n e  
i n  i t s  p r o t e i n  a n d  t h e  o l i g o s a c c h a r i d e  c h a i n s  c o n t a i n  
m a i n l y  r nannose  a n d  g l u c o s a m i n e .  B l o o m  ( 1 9 7 1 )  f o u n d  t h a t  
i t  b i n d s  t o  c e l l  s u r - f a c e s  ar i d  c e l l  o r g a n  e l  1 e s ,  c h a n g e s  
t h e  t r a n s p o r  t a  t  i on  o f  sms 1 1  mol  e c u  1 e =,  s t  i mu 1 a t e s  
rn a c: r o r n o l  e c u l  a r  s  y  r 11 h e  s  i s  ar i d  p r  o  rn o t e s  an  i n c r e a  s  e  i n 
RNA s y n t h e s i s  d u r i n g  t h e  f i r s t  2 4  h o u r s  o f  c u l t u r e .  T h e  
n u c l e u s  e n l  a r g e s  a rid DNA s y n 1 h e s  i s  b e g  i n s  d u r  i n g t  \ ie 
n e x t  2 4  h o u r s .  PHA i s  n o t  r e q u i r e d  o n c e  DNA s y n t h e s i s  
h a s  b e g u n .
i . 3 . 3  I i e s u e s _ o t h e r . . . t h a n  b l g q d
O t h e r  w o r k e r s  h a d  a b a n d o n e d  t h e  p r o b l e m s  f a c e d  
i n  b l o o d  c u l t u r i n g  a n d  t u r n e d ,  w i t h  s u c c e s s ,  t o  
d i f  f  e r e n t  t  i s  s  l i  e s . K a r  y  o t  y  p e s  w e r  e p r  o  cl u c e d f  r  o  rn 
r n e t a p h a s e  s p r e a d s  f r o m  f i b r o b l a s t s ,  b o n e  m a r r o w  a n d  
t e s t i c u l a r  t i s s u e  c u l t u r e s  b y  w o r k e r s  s u c h  a s  T i J o  a n d  
L e v a n  ( 1 9 5 6 ) ,  F o r d  a n d  H a m e r t o n  ( 1 9 5 6 a ) ,  a n d  F o r d  e t  
a ! . ,  ( 1 9 5 8 ) .
I n t r o d u c t  i on Page 28
1.  3 . 4  S t a n d s r  _ d _ c u l . t u r e _ r n e t h o d ^ y  r  r  en  t ] y _ v s e d
T he  exac t -  n e e d s  o f  b l o o d  l e u c o c y t e s  i n  c u l t u r e  
a r e  n o t  k now n .  C e r t a i n  n u t r i e n t s  o n l y  n e e d  t o  b e  a d d e d  
when  c e l l  n u m b e r s  a r e  l o w  ( E a g l e  a n d  P i e s  1 9 6 3 ) .  Feu.> 
o f  t h e  many m e d i a  a v a i l a b l e  ( n c t c l 0 9 ,  1 9 9 ,  P a r k e r ' s ,  
W a y m o u t h ' s ,  H a m ' s  F I G ,  E a g l e ' s  ME, RPMI e t c . )  c a n  
s u p p o r t  g r o w t h  o f  b l o o d  c u l t u r e s  a l o n e ;  £ 3  qj\
e x c e p t i o n .
1 . 3 . 5 .  1 Add j_t j gn_ o f  _ s e r  um
B l o o d  c u l t u r e s  n e e d  s u p p l e m e n t a t i o n  w i t h  s e r u m  
p r o t e i n s .  The  a d d i t i o n  a t  1 0 - 4 Q X  f i n a l  c o n c e n t r a t  i o n  i s  
r e q u i r e d  t o  s u p p o r t  the? m e t a b o l i s m  o f  c e l l s .  Ber ur n  
p r o t e i n s  a l s o  s u p p o r t  t h e  r n i t o g e n i c  p r o p e r t i e s  o f  PHA.  
T h e  h i g h e r  t h e  s e r u m  c o n t e n t  t h e  b e t t e r  pH c o n t r o l  w i l l  
b e  b e c a u s e  i t  a c t s  a s  a b u f f e r  f o r  t h e  c e l l s .  A n u m b e r  
o f  s e r a  h a v e  b een  t r i e d .  F o e t a l  c a l f  s e r u m  a nd  Human AB 
s e r u m  a r e  n o r m a l l y  c o n s i d e r e d  t o  b e  t h e  b e s t .  Human AB 
s e r u m  i s  u s e d  a l t h o u g h  t h e  b l o o d  g r o u p  a n t i b o d y  
e f f e c t s  h a v e  n o t  b e e n  s y s t e m a t i c a 1 1 y  i n v e s t i g a t e d .
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1.  3 .  5 .  2 gH_co n t r g J
A s l i g h t l y  a c i d i c .  pH i s  r e q u  i r e d , a 1 ka  1 i n i t y  
g r e a t e r  t h a n  pH 7 . 4  l e a d s  t o  c e l l  d e g e n e r a t i o n . A l a r g e
I
n u  m b e r  o f  c e l l s  i n c u  1 t  l i  r  e rn a i n t  a i n a s i  i g hi 1 1 y  a c i d  i c: 
e n v  i r on r nen  t , b u t  l o w  c e l l  n u m b e r s  r e q u i r e  a c a r b o n  
d i o x  i d e  e n r  i c h e d  e n v  i r on r nen  t  f o r  op  t  i mum c o n d  i t  i o n e .
1.  3 .  5 .  3 Cu I t  u r  eg l e n g t h
C u l t  u r  e t  i rnes d ep en d on  c e l l  d en s  i t  i e s  ( Yu n i s  
1 9 7 7 ) .  I f  t h e  d e n s i t y  i s  l o w ,  f e w  c e l l s  w i l l  a r i s e  
w i t h i n  t h r e e  days- ,  a b o u t  n i n e  days;  i s  r e q u i r e d  t o  
ob  t a i n  max i rna 1 a c t i v i t y .  I n  h i g h  c e l l  d e n s  i t  i e s
c u l t u r e s  o f  7 2  h o u r s  a r e  n o r m a l l y  s u f f i c i e n t ,  b u t  a f t e r  
s  i x  d a y s  1 j t t  1 e a c t  i v  i t y  i s  o b s e r v e d  w i t h o u t  
r e p l e n i s h i n g  t h e  c u l t u r e  m e d i a  ( S p i n a  and  Mel  1 man 
1 9 6 3 ) .  M a c k i n n e y  e t  a l . ,  ( 1 9 6 2 )  s h o w e d  t h a t  a f t e r  24  
h o u r s  o n l y  0 . 1 - 0 . 5 7 ,  o f  m o n o n u c l e a r  l e u c o c y t e s  a r e  
s y n t h e s  i s  i n g . T h i s  r i  s e s  t o  a max i mum o f  a b o u t  417.
a f t e r  7 2  h o u r s .
1 . 3 . 5 . 4  T e m p e r a t u r e
T h e  r a t e  o f  m e t a b o l i s m  a n d  t h e  t i m e  t a k e n
b e f o r e  max i mum rn i t o t  i c a c t i v i t y  i s  a t  t a  i n o d  a r e
D
t e m p e r a t u r e  s e n s i t i v e .  A t  3 7  C p e a k  m i t o t i c  a c t i v i t y  
o c c u r s  a t  6 0 - 7 2  h o u r s .  An i n c r e a s e d  t e m p e r a t u r e  t o  3 8  PC 
w i l l  s h o r t e n  t h e  t i m e  t o  4 8  h o u r s ,  b u t  a t  3 9 - 4 0 °C o r  
h i g h e r ,  d e a t h  o f  t h e  c e l l s  w i l l  o c c u r .  3 7  °C i s  c h o s e n  
a s  t h e  o p t i m a l  t e m p e r a t u r e  ( Y u n i s  1 9 7 7 ) .
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1 . 3 .  5 .  5 C o l c h i c i n e
T h e  use? o f  c o l c h i c i n e ,  p r i o r  t o  h a r v e s t i n g ,  i s  
a t e c h n i q u e  a d o p t e d  f r o m  p l a n t  c y t o g e n e t i c s  b y  F o r d  a n d  
H a m e r t o n  ( 1 9 5 6 b ) .  I t  was  a n o t h e r  f o r t u i t o u s  c h e m i c a l  
d i s c o v e r y  i n  t h e  1 9 3 0 s .  I t  i s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  a u t u m n  
c r o c u s  ( Q o l c h i c u m _ a u t u m n a l e ) .  C o l c h  i c i n e  p r e v e n t s  t h e  
f o r m a t i o n  o f  t h e  s p i n d l e  w h i c h  n o r m a l l y  p u l l s  the? 
c h r o m o s o m e s  a p a r t  a t  m e t a p h a s e .  I f  i t  i s  n o t  p r e s e n t  
t h e  c e l l s  r e m a i n  i n  r n e t a p h a s e  f o r  a f e w  h o u r s  b e f o r e  a 
n u c l e a r  me mb r a ne  r e f o r m s  a r o u n d  t h e  now t e t r a p l o i d  
c 1 i r  a rn o s  o m e c. o rn p 1 e x . A 1 s  o w i t  h o l i  t  s p i n d l e  f  o r  rn a t  i o n t  h e 
c h r o m o s o m e s  l i e  a b o u t  t h e  c e n t r e  o f  t h e  c e l l  r a t h e r
t h a n  c □ n g r  e g a t  i n g a t  t  h e rn i d -• 1 i n e , a n d t  h l i  s  t  h e y  a r  e
e a s  i e r  t  o o b s e r v e . T h e 1 o n g e r  c o 1 c  h i c i n e i s  i n  t  hi e
c u l t u r e  t h e  m o r e  c e l l s  t h a t  w i l l  b e  a r r e s t e d  a t
r n e t a p h a s e . H o w e v e r  t h e  a d v a n  t a g e s  o f  u s  i ng a p r o !  o n g e d  
c o l c h i c i n e  t i m e  a r e  o u t w e i g h e d  b y  m a r k e d  c h r o m o s o m e  
c o n t r a c t i o n .  T h i s  c o n t r a c t i o n  i s  p a r t  o f  t h e  n o r m a l  
c e l l  c y c l e ,  u s u a l l y  o c c u r r i n g  i m m e d i a t e l y  a f t e r  t h e  
c h r o mo so r n s s  h a v e  d i v i d e d .  I t  o c c u r s  i n d e p e n d  en  1 1 y  o f  
t h e  s p  i n d 1 e a nd  r e s u I t s  i n  p o o r  d e f  i n i t  i on  o f  t h e  f  i x e d  
c h r o m o s o m e s .
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1. 3 .  5 .  6  H y  p o t o n i c  t  r  e a t  rn e n t
T h e u s  e o f  h y  p o t  a n i c s  o 1 u t  i o n s  t  o  s  t  r  e t  c h t  h e 
c h r  o m o s  o m e s , and  h e l p  s p r e a d  t  h e rn, was  f  i r  s  t  o b s  e r  v  e d 
b y  Hsu ( 1 9 5 2 ) .  A h y p o t o n i c  s o l u t i o n  o f  o n e  p a r t  Human 
s e r u m  t o  f i v e  p a r t s  d i s t i l l e d  w a t e r  was  p r o p o s e d  b y  
L e j e u n e  ( 1 9 6 0 ) .  H u n g e r f o r d  ( 1 9 6 5 )  i n t r o d u c e d  t h e  u s e  o f  
0 . 075M p o t a s s  i urn c h 1 o r  i de  (KC1 ) s o l u t  i on  f o r  u s e  w i t h  
human l e u c o c y t e s .  T h i s  h a s  p r o v e d  t o  b e  t h e  b e s t  
h y p o t o n i c  s o l u t i o n  s o  f a r  d i s c o v e r e d ,  a n d  i s  g e n e r a l l y  
u s e d ,  b e i n g  l e s s  d a m a g i n g  t o  t h e  c e l l s  s t r u c t u r e  a nd  
i n t e g r i t y .
1 . 3 . 5 . 7  F i x a t i o n
C e l l s  a r e  f i x e d  t o  h o l d  t h e m  a t  a p a r t i c u l a r  
s t a g e  o f  c e l l  d i v i s i o n  a nd  a l s o  t o  p r e v e n t  
d e t  er- i o r  a t  i on o f  c h r  ornosorne s  t  r  u c t u  r  e . Th e f  i x e  t  i v e  
c o a g u l a t e s  t h e  c e l l  c o n t e n t s  s o  t h a t  t h e y  r e t a i n  t h e i r  
s t r u c t u r e  a n d  p o s i t i o n .  I t  m u s t  p e n e t r a t e  t h e  c e l l s  
r a p i d l y  a nd  p r e p a r e  t h e  s u r f a c e s  t o  t a k e  up  s t a i n s .  
A b s o l u t e  a l c o h o l  a nd  a c e t i c  a c i d  w e r e  b o t h  t r i e d  a s  
f i x a t i v e s .  T h e y  b o t h  c o a g u l a t e  t h e  c e l l  c o n t e n t s ,  b u t  
a l c o h o l  t e n d s  t o  h a r d e n  t h e  t i s s u e s ,  a n d  a c e t i c  a c i d  
c a u s e s  s w e l l i n g  o f  t h e  p r o t o p l a s m  p r o d u c i n g  e x t e n s i v e  
s o f t e n i n g .  I f  t h e  t w o  a r e  c o m b i n e d  i n  a r a t i o  o f  3 : 1 ,  
a 1 c o h o l : a c e t i c  a c i d ,  t h e y  f o r m  an  e x c e l l e n t  f i x a t i v e .  
(A 1 : 1  m i x  p r o d u c e s  a l t e r e d  c h r o m o s o m e  r n o r p h o l  o g y ) .  T h e  
f i x a t i v e  i s  o n l y  u s a b l e  f o r  a b o u t  t h r e e  h o u r s  d u r i n g  
w h i c h  t i m e  i t  a b s o r b s  w a t e r  f r o m  t h e  a t m o s p h e r e .
I n t r o d u c t i  on P ag e
As  much wa t e r -  a s  p o s s i b l e  s h o u l d  b e  r e m o v e d  
f r o m  t h e  c e l l s  a t  t h e  t i m e  o f  f i x i n g  f o r  t h e  b e s t  
r e s u l  t s .  T h e  samp 1 e s  t o  b e  f  i x e d  s h o u I d  b e  c e n t r  i f l i g e d  
i n t o  a s m a l l  b u t t o n  and  t h e  s u p e r n a t a n t  r e m o v e d .  The 
f i x a t i v e  m u s t  b e  a d d e d  s l o w l y ,  a d r o p  a t  a t i m e ,  and  
w e l l  m i x e d  w i t h  t h e  p e l l e t .  The  f i r s t  f i x i n g  r e s u l t s  i n  
h a e m o l y s  i s  o f  a l l  r e d  c e l l s  a nd  c o n v e r s i o n  o f  t h e  
h a e m o g l o b i n  i n t o  a d a r k  b r o w n  a c i d  h a e r n a t i n .  A n u m b e r  
o f  f i x i n g s  a r e  n e e d e d  t o  r e m o v e  a l l  t h e  h a e m o l y s e d  r e d  
c e l l s ,  p l a t e l e t s ,  e t c .  and  t o  s u c c e s s f u l l y  f i x  t h e  
w h i t e  c e l l s .  A n y  c e l l  d e b r i s  r e m a i n i n g  w i l l  c o a t  t h e  
c e l l s  d i s t o r t i n g  t h e m ,  i n t e r f e r i n g  w i t h  s l i d e  s p r e a d i n g  
a nd  may a l t e r  t h e i r  a f f i n i t y  f o r  s t a i n s .  C e l l s  l e f t  i n  
f i x  t o o  l o n g  b ec om e  b r i t t l e .  T h i s  d o e s  n o t  h a p p e n  a t
a
1 ow t e r n p e r a t u r e s  t h u s  f  i x ed  samp 1 e s  a r e  k e p t  a t  - - 2 0  C .
1 . 3 .  5 .  8  SIli;!.e„P.reparat [ o n s
S l i d e s  a r e  made b y  p l a c i n g  d r o p s  o f  t h e  f i x e d  
s u s p e n s i o n  o n t o  c o l d ,  g r e a s e  f r e e  g l a s s  s i  i d e s  a n d  l e f t  
t o  a i r  d r y .  M o o r h e a d  e t  a l . ,  ( 1 9 6 0 ) ,  u s i n g  t h e  m e t h o d  
o f  R o t h f e l s  a n d  S i r n i n o v i t c h  ( 1 9 5 3 ) ,  d e m o n s t r a t e d  t h e  
a d va n t a g  e s  t  o b e g a i n ed b y  d r  y  i n g p r  ep  a r  a t  i on s . 
C h r o mo so m e  s u r f a c e s  a r e  a c i d i c  a n d  t h e r e f o r e  b a s i c  
s t a i n s  m u s t  b e  u s e d  f o r  t h e  b e s t  r e s u l t s .  G i e m s a  i s  
g e n e r a l l y  c h o s e n ,  b e i n g  u s e d  a s  a 1 : 5  s o l u t i o n  i n  
b u f f e r  o f  pH 6 . 8 .
F o r  a d e t a i l e d  d e s c r i p t i o n  o f  b l o o d  l e u c o c y t e  
c u l t u r e s  a s  u s e d  i n  t h i s  p r o j e c t  s e e  t h e  A p p e n d i x .
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1 . 4 .  1 Chromgsgme__.cgmj3 1 .ernen t
Onc e  c u l t u r e  t e c h n i q u e s  h ad  b e e n  c!eve? loped t h e  
c o r  r  e c t  h u rn a n c h r  o rn o s  o rn e n u rn b e r  c o u 1 d b e  e s  t  a b 1 i s  h e d . 
P r i o r  t o  1 9 5 6  i t  w a s  t h o u g h t  t o  be? 4 3  ( P a i n t e r  1931 &
1 9 3 3 ) .  T i J o  a n d  L e v a n  ( 1 9 5 6 )  w e r e  t h e  f i r s t  t o
e s t a b  1 i sh  t h e  chi rornosorne cornp 1 e rnen t  c o n s  i s t e n 1 1 y  a t  4 6  
f r o m  c u l t u r e s  o f  l u n g  f i b r o b l a s t s .  F o r d  a n d  Hamer  t o n  
( 1 95 6 a  ) ,  1 o o k e d  a t  rne i o t  i c c e l  1s ,  o b t a  i n e d  f r o m
t e s t i c u l a r  b i o p s y  m a t e r i a l ,  and  f o u n d  3 3  p a i r s  o f  
c h r o m o s o m e s .  T h e s e  t w o  p a p e r s  m a r k  t h e  b e g i n n i n g  o f  
m o d e r n  human c y t o g e n e t i c s .  The  d e l i n e a t i o n  o f  m o s t  o f  
t  h e s  y  n d r  o rn e s  w i t  h c h r  o rn o s  o rn e a n o rn a 1 i e s  o c c u r  r  e  d d u r  i n g 
t  h e n e x t  f  i f  t  e e n y e a  r  s .
H u rn a n c h r - o  rn o s  o rn e s  c a n  b e  a r r a  n g e d i n  a n
o r d e r l y  f a s h i o n  t o  p r o d u c e  a k a r y o t y p e  ( R o w l e y  1 9 6 9 ) .  
M e t a p h a s e  c h r o m o s o m e s  d i f f e r  f r o m  o n e  a n o t h e r  i n  s i z e  
a nd  s h a p e  a n d ,  a s  d i s c o v e r e d  l a t e r ,  s p e c i f i c  b a n d i n g  
p a t t e r n s  a n d  s t a i n i n g  p r o p e r t i e s .  T h e y  v a r y  i n  s i z e  
d e p e n d  i ng  on  t h e  s t a g e  o f  d i  v  i s  i o n , be  i ng  a t  t h e  i r
l o n g e s t  i n  i n t e r p h a s e  and  g r a d u a l l y  s h o r t e n i n g  d u r i n g
t h e  d i v i s i o n  s t a g e s  t o  a m i n i m u m  a t  m e t a p h a s e ,  t h e y  
l e n g t h e n  a g a i n  a t  t h e  e n d  o f  t h e  d i v i s i o n .
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1 . 4 . 2  Me t a p h a s e  h r  o jngsome s
E a c h  m e t a p h e s e  c h r o m o s o m e  i s  c o m p o s e d  o f  t w o  
c h r o m a t i d s  j o i n e d  a t  a p r i m a r y  c o n s t r i c t i o n  o r  
c e n t r o m e r e .  T h e  p o s i t i o n  o f  t h e  c e n t r o m e r e  i s  c o n s t a n t  
f o r  e a c h  c h r o m o s o m e ,  d i v i d i n g  t h e  a r m s  i n t o  a l o n g  ( q )  
a r m  and  a s h o r t  ( p )  a r m .  T h e  a r m r a t i o  ( p / q )  i s  
i m p o r t a n t  f o r  i d e n t i f y i n g  t h e  c h r o m o s o m e s  i n  u n b a n d e d  
p r e p a r a t i o n s .  T h e  c e n t r o m e r e  i s  a d i f f e r e n t i a t e d  r e g i o n  
a t  w h i c h  f o r c e  i s  e x e r t e d  i n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  d i v i d i n g  
c h r o m o s o m e s  b y  t h e  s p i n d l e .  I t  i s  a w e l l  d e f i n e d  
o r g a n e l l e  a nd  n o t  j u s t  a v a g u e  t r a n s i e n t  o r  g e n e r a l i s e d  
r e g i o n  ( M c G i l l  a n d  B r i n k l e s  1 9 7 5 ) .  C h r o m o s o m e s  a r e  
c 1 a s s  i f  i ed a c c o r d i  ng  t o  t h e  p o s  i t  i on  o f  t h e i  r  
c e  r 11 r  o rn e r  e . T h e y  a r  e c a 1 1 e d rn e t  a c e n t  r  i c ,
s  u b rn e t a  c e n t  r  i c , a c r  o e  n t  r  i c o r  t  e  1 o •::: e  n t  r  i c . T ! i e 
c e n t  r  o rn e r  e s b e c o rn e a 1 1  a c h e d t  o t  h e s  p* i n d i e  d u r i n g  
r n e t a p h a s e  a nd  a r e  p u l l e d  a p a r t  d u r i n g  a n a p h a s e .
1 . 4 . 3  C h r o m o s o m e  Q o m ^ Q c l a t u r e
U n t i l  1 9 6 0  t h e r e  was  n o  a g r e e m e n t  on 
c h r o m o s o m e  n o m e n c l a t u r e  e x c e p t  f o r  t h a t  c o n c e r n i n g  
c h r  d rci o s  o m e s  h a p e .  Bo rn e c h r  o rn o s  o rn e a b n o r  rn a 1 i t  i e s  h ad  
a 1 r e a d y  b e e n  d i s c o v e r e d , t h e  i r  i n v e s t  i g a t o r s  u s  i ng 
t h e i r  own n o r n e n c l  a t u r e  t o  d e s c r i b e  t h e m .  Four-  
c o n f e r e n c e s  w e r e  h e l d  b e t w e e n  1960  a nd  1971 t o  r e v i s e  
t h e  n o m e n c l a t u r e .  T h e  f i r s t  was  t h e  D e n v e r  c o n f e r e n c e  
i n  1 960  when a s t a n d a r d  was f i r s t  a d o p t e d .  The
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c h r  o m o s  o rn e s  w e r e  n u rn b e r  e d i n o r  d e r  a c c o r  d i n g  t o  1 e n g t  h , 
t  h e 1 a r g  e s  t  b e i n g  l a b e l l e d  n l i  rn !:::■ e r  o n e d  o w n t  o t  h e 
s m a l l e s t  b e i n g  n u m b e r  t w e n t y  t w o  ( b o t h  m e mb e r s  o f  t h e  
same p a i r  w e r e  g i v e n  t h e  same n u m b e r ) .  T h e  s e x  
c h r o m o s o m e s  w e r e  n o t  n u m b e r e d  b u t  c a l l e d  ' X '  a n d  ' Y '  
c h r o m o s o m e s ,  g i v i n g  t w e n t y - t w o  p a i r s  o f  a u t o s o m a l  
c h r o m o s o m e s  a n d  t w o  s e x  c h r o m o s o m e s .
T h e  a u t o s o m a l  c h r o m o s o m e s  c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  
s e v e n  m o r p h o l o g i c a l  g r o u p s ,  b u t  n o t  e v e r y  c h r o m o s o r n e  
c:a:i b e  i d e n t i f i e d  on  m o r p h o l o g y  a l o n e  b e c a u s e ,  a s  was  
s h ow n  b y  P a t a u  i n  1 9 6 0 ,  t h e  v a r i a t i o n  i n  s i z e  b e t w e e n  
h o m o l o g u e s  ( c h r o m o s o m e s  o f  a p a i r )  c a n  b e  g r e a t e r  t h a n  
t  h a t  b e t  ween n o n - h  orno1og  u e s . P a t  au  t  h u s  p r  op  o s e d  t  h a t  
chi rornosornes s h o u l d  b e  c l a s s i f i e d  a c c o r d i n g  t o  t h i e  i r  
s e v e n  m o r p h o l o g i c a l  g r o u p s ,  l a b e l l e d  A--G, a n d  o n l y  
n u m b e r e d  when t h e r e  was  n o  d o u b t  a b o u t  t h e  a c c u r a c y .  
T h i s  i d e a  was  n o t  a c c e p t e d  u n t i l  t h e  L o n d o n  c o n f e r e n c e  
i n  1 9 6 3 .  T h r e e  y e a r s  l a t e r  a t  t h e  C h i c a g o  c o n f e r e n c e  
t h e  f i r s t  n o t a t i o n  f o r  k a r y o t y p e s  was  d e v i s e d .  I t  was  
a g r e e d  t h a t  t h e  c h r o m o s o m e  n u m b e r  s h o u l d  b e  w r i t t e n  
f i r s t ,  f o l l o w e d  b y  t h e  s e x  c h r o m o s o m e  n o t a t i o n  a nd  
f i n a l  1 y a n y  a b n o r m a 1 i t  i e s .
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1 . 4 . 4  Q u j  n a c r  j  n § f  1, u g  r  e  s  c  e n e e
O n l y  h a l f  o f  t h e  c h r o m o s o m e s  c o u l d  b e  e a s i l y  
i d e n t  i f  i ed b y  m o r p h o l o g y  o r  a u t o r a d  i o g r a p h y  u n t i 1 
C a s p e r s ' s o n  e t  a l . ,  ( 1 9 7 0 )  a n n o u n c e d  a m e t h o d  t h a t  c o u l d  
i d e n t  i f  y  e v  e r  y  c  h r  o rn o s  o m e . T h e y  u s e d  q u i n a c r  i n e 
f  1 u o r e s c e n c e  i 1 1 urn i n a t e d  b y  u 1 t r - a - v  i o l  e t  1 i g h t  a nd  
f o u n d  t h a t  e a c h  c h r o m o s o m e  h ad  a u n i q u e  p a t t e r n  o f  
b a n d s .  U n f o r t u n a t e l y  t h e  b a n d s  f a d e d  v e r y  r a p  i d l y  a nd  
e q u i p m e n t  t o  v i e w  t h e  b a n d s  was  v e r y  c o s t l y .  T h e y  
p u b l i s h e d  t h e  f i r s t  b a n d e d  k a r y o t y p e  i n  1971 ( C a s p e r s s o n
e t  a 1 . , 1 9 7 1 )  w h i c h  was  a c c e p t e d  a s  t  h e  b a s  i s  f o r  t  h e
a s s i g n i n g  o f  n u m b e r s  t o  e a c h  chromosome?.  T h i s  f o l l o w e d  
t h e  D e n v e r  c o n f  e r e n c e  ( 1 9 6 0 )  s y s t e r n  o f  a s s  i gn i ng  nurn!::>e r  
o n e  t o  t h e  l o n g e s t  c h r o m o s o m e s  a n d  s u c c e s s i v e  number s 
a c c o r d i n g  t o  s i z e .  H o w e v e r  o n e  e x c e p t i o n  wa s  ma d e .  As 
e a r l y  a s  1959  L e j e u n e  e t  a l .  h a d  f o u n d  n u c l e i  o f  
s o m a t i c  c e l l s  o f  ' D o w n ' s  s y n d r o m e '  c o n t a i n i n g  47 
c h r o m o s o m e s ,  w i t h  o n e  o f  the? G g r o u p  c h r o m o s o m e s  
p r e s e n t  i n  t r i p l i c a t e .  B e f o r e  f l u o r e s c e n c e  t h i s  
c h r o m o s o m e  was  t h o u g h t  n o t  t o  b e  t h e  s m a l l e s t  a n d  wa s  
t h u s  n u m b e r e d  2 1 .  I t  was  now f o u n d  t o  b e  t h e  s m a l l e s t  
ar id s h o u l d  be  n u m b e r  3 2 .  H o w e v e r  D o w n ' s  s y n d r o m e  h a d  
b e c om e  s o  w e l l ,  k nown  a s  t r i s o m y  2 1  i t  was  d e c i d e d  t o  
k e e p  t o  t h e  o r i g i n a l  c l a s s i f i c a t i o n  ( P a r i s  C o n f e r e n c e  
1 9 7 1 ) .
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1.4.5 Chrgmgsgme^bandjmg
S i n c e  C a s p e r s s o n  e t  a l . ,  ( 1 9 7 0 )  a n u m b e r  o f  
o t h e r , 1 o n g e r  1 a s t  i ng  b a n d  i ng t e c h n  i q u e s  h a v e  b e e n
d e v e l o p e d  e g .  C - ,  T-- ,  G~ a n d  R - b a n d i n g .  C - b a n d i n g
p r o d u c e s  d a r k  b a n d s  a t  t h e  c o n d e n s e d  r e g i o n s  o f  t h e  
c. h r  o rn o s o rn e , t  h e h e t  e r  o  c h r  o rn a t  i n , w h i c h o c c u r  m a i n l y  a t
t  h e c e n t  r  o rn e r  e s  h e n c  e t  h e n a rn e C - ,  o r  c e n t  r  o rn e r  i c ,
b a n d i n g  ( P e r d u e  a nd  G a l l  1 9 7 0 ) .  T - b a n d i n g  ( o r  t e l o r n e r i c  
b a n d i n g  ) p r o d u c e s  d a r k  b a n d s  a t  t h e  e n d s  o f  t h e  
c h r o m o s o m e s .  T h e s e  b a n d s  a r e  m o d i f i c a t i o n s  o f  C - b a n d s .  
G - ,  o r  g i e rn s  a , b a n d i n g a n d R - ,  o  r  r  e v  e r  s  e , b a n d i n g
( D u t r i 1 1 s u x  and  L e j e u n e  1 9 7 1 )  a r e  v e r y  s i m i l a r  b u t
o p p o s i t e ,  i n  t h e i r  b a n d i n g  p a t t e r n .  A d a r k  b a n d  w i t h  
G - b a n d i n g  b e c o m e s  a l i g h t  b a n d  w i t h  R - b a n d i n g ,  w i t h  f e w  
e x c e p t i o n s ,  a n d  v i c e  v e r s a .  G - b a n d s  a r e  a l s o  v e r y  
s i m i l a r  i n  t h e i r  p o s i t i o n s  t o  t h o s e  p r o d u c e d  b y  
q u i n a c r i n e  f l u o r e s c e n c e  ( Q - b a n d s ) .
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G - b a n d s  c a n  b e  p r o d u c e d  i n  many w a y s ,  eg  b y  
e x p  o s u r  e t o  u r e a  , a l k a l i n e  pH,  p r o t e i n  d en a t  u r  a n t  s , 
b u f f e r s ,  b a s e s ,  s a l t s  a n d  t r y p s i n  d i g e s t i o n  b e f o r e  
s t a i n i n g  ( Sumner  e t  a l  . , 1 9 7 1 5 D r e t s  and  Shaw 1 9 7 1 ;  
S e a b r i g h t  1 9 7 1 ) .  T he  l a t t e r  t r e a t m e n t  i s  t h e  e a s i e s t  
a n d  t  h e o n e rn o s t  f  r  e q u e n 1 1 y  u s e  d a 1 1  h o u g h o v  e r  b a n d i n g  
i s  v e r y  e a s y  w i t h  t r y p s i n  d i g e s t i o n .  T he  e n z y m e  
d e s t r o y s  some o f  t h e  p r o t e i n  o f  t h e  c h r o m o s o m e ,  
a 1 t e r  i ng i t s  s t a  i n  b i nd  i ng  p r o p e r t  i e s  h e n c e  p r o d u c i  ng 
d a r k  and  l i g h t l y  s t a i n e d  r e g i o n s .  I f  t h e  e nz y m e  i s  l e f t  
i n  c o n t a c t  w i t h  t h e '  s p e c i m e n  f o r  t o o  l o n g  a c h r o m o s o m e  
g h o s t  r e s u l t s ,  t h e  c h r o m o s o m e  a p p e a r s  t o  h a v e  c o l  1 a p s e d  
l e a v i n g  a p i l e  o f  d e b r i s  i n  a c h r o m o s o m e  o u t l i n e  b u t  
w i t h  n o  b a n d i n g  o r  r n o r p h o l  o g y  t o  b e  s e e n .
A b an d  i s  d e s c r i b e d  a s  p a r t  o f  a c h r o m o s o m e  
w h i c h  i s  c l e a r l y  d i s t i n g u i s h e d  f r o m  i t s  a d j a c e n t  
s e g m e n t s  b y  a p p e a r i n g  d a r k e r  o r  1 i g h t e r ,  i e .  t h e r e  a r e  
n o  i n t e r - b a n d  r e g i o n s  b u t  o n l y  l i g h t  a n d  d a r k  b a n d s .
I n t r o d u c t i o n
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T he  Q - b a n d s d  k a r y o t y p e  wa s  u s e d  a t  t h e  P a r i s  
c o n f e r e n c e  t o  l a b e l  r e g i o n s  o f  t h e  c h r o m o s o m e s .  T h i s  
m e t h o d  i s  e a s i l y  p r o d u c e d  a nd  s h o w s  t h e  m o s t  b a n d s .  
E a c h  b a n d  on t h e  c h r o m o s o m e  map i s  r e f e r r e d  t o  b y  i t s  
m i d - l i n e .  T h e y  a r e  n u m b e r e d  c o n s e c u t i v e l y  f r o m  t h e  
c e n t r o r n e r e  a 1 o ng  e a c h  a r r n . F o r  t h e  d e s  i g na  t  i on  o f  a n y  
b a n d  f o u r  i t e m s  a r e  r e q u i r e d ,  t h e  c h r o m o s o m e  n u m b e r ,  
t h e  a r m  s y m b o l  ( e i t h e r  p o r  q ) ,  t h e  r e g i o n  n u m b e r  a nd  
t h e  b a n d  n u m b e r  w i t h i n  t h a t  r e g i o n .  T he  r e g i o n s  a r e
d e f i n e d  b y  t h e  m a j o r  b a n d s ,  e a c h  b e i n g  s u b - d i v i d e d  b y  
t h e  m i n o r  b a n d s  w i t h i n  t h e m .  The  f o u r  i t e m s  a r e  g i v e n  
i n  o r d e r  w i t h o u t  p u n c t u a t i o n ,  e g .  I p 3 3  b e i n g  t h e  t h i r d  
b a n d  i n  t h e  t h i r d  r e g i o n  o f  t h e  s h o r t  a rm  o f  c h r o m o s o m e  
o n e . I  rn pi r  o v  e d t  e c: h n i q u e s  a n d o b s  e r  v  i ng  1 o n g e r  
c h r o m o s o m e s  e a r l  i e r  i n  d i v i s i o n ,  when t h e y  a r e  l e s s  
c o n t r a c t e d , h a v e  l e d  t o  an  e x t e n d e d  nornenc 1 a t u r e  t o  
a c c o u n t  f o r  s u b - b a n d s  t h a t  h a v e  b e e n  d i s c o v e r e d ,
l p > 3 3 . 3  b e i n g  t h e  t h i r d  s u b - b a n d  i n  t h e  a b o v e  r e g i o n .
T he  n o m e n c l a t u r e  f o r  n o r m a l  i n d i v i d u a l s ,  i e .  
4-6XX o r  4 6 X Y ,  o r  s i m p l e  a n e u p l o i d s ,  e g .  47XX+21  f o r
D o w n ' s  s y n d r o m e ,  i s  s t r a i g h t f o r w a r d . H o w e v e r  f o r  m o r e  
c o m p l i c a t e d  t r a n s l o c a t i o n s  t w o  s y s t e m s  f o r  d e s i g n a t i n g  
s t r u c t u r a l  a b n o r m a  1 i t i e s  w e r e  p r o p o s e d  ( P a r i s  
c o n f e r e n c e  1 9 7 1 ) ,  o n e  b e i n g  a s h o r t  and  s i m p l e
m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  C h i c a g o  ( 1 9 6 6 )  nornenc 1 a t u r e  and  t h e  
o t h e r  b e i n g  l o n g e r  a nd  m o r e  d e t a i l e d .  T h e  s e c o n d  s y s t e m  
i n d i c a t e s  - t h e  t y p e  o f  r e a r r a n g e m e n t  a nd  d e f i n e s  a n y  
a r r a n g e m e n t  a c c o r d i n g  t o  i t s  b a n d  c o n f i g u r a t i o n .
I n t r o d u c t i  on P ag e  40
The? d e t a  i 1 e d P a r i  s C o n f e r  e n c e  * nornencl a t u r e c:an b e
sumrnar i Bed a s  f  o l  1 owst -
T h e  t o t a l  c h r o m o s o m e  n u m b e r  i s  g i v e n  f i r s t ,  
f o l l o w e d  b y  t h e  s e x  c h r o m o s o m e  c o n s t i t u t i o n .
N e x t  c o m e s  t h e  s y m b o l  r e p r e s e n t  i ng  t h e  t y p e  o f
a b n o r m a l  i t y  f o u n d ,  f o l l o w e d  b y  t h e  ch ro rnoso rne  
n u m b e r s  i n v o 1 v e d  ( i n  p a r e n t h e s e s ) ,  a nd  1 a s 1 1 y  
b y  t h e  b a n d  n u m b e r s  ( a l s o  i n  p a r e n t h e s e s ) .
E x a m p l e s  o f  e a c h  m e t h o d  a r e ' a s  f o l l o w s : -
4 6 , X Y , t ( 9 ; 2 3 )  < q 3 4 . 3 ; q l 1)
4 6 , X Y , t ( 9 ; 2 3 ) < 9 p t e r - > 9 q 3 4 . 3 : : 2 2 q l 1 ~ >  
3 2 q t e r ; 2 2 p t e r ~ > 2 2 q l 1 : : 9 q 3 4 . 3 - > 9 q t e r )
T he  Ph i 1a d e l p h  i a c h r o m o s o m e
4 6 , X , f r a ( X )
4 6 , X , f r a ( X ) ( q 2 7 . 3 >
The f r a g i l e ( X )  chrornosome
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1 . 5  C h r o m o so m e ^  . u l t r a s t r u e  t y r e
I t  h a s  b e e n  k nown  s i n c e  t h e  1 9 2 0 ' s  t h a t  
c h r  o i n o s  o rn e s  c o n s i s  t  o  f  b o t  h n u c 1 e  i c  a c i d  a nd  p r  o t  e  i n 
( P e a r s e  1 9 6 8 ) .  I t  i s ,  h o w e v e r , on  1 y  r e c . e n 1 1 y  t h a t  t h e  
cornp 1 e x  i t y  o f  c h r o r noso r nes  h a s  b e e n  d i s c o v e r e d . The  
d i p 1 o i d n li c 1 e u s o f  a h u rn a n c e l l  c o n t  a i n s  s  o rn e 5 . 6  
p i  c o g  r a i n s  o f  DNA o r g a n i s e d  i n  a l i n e a r  d u p l e x  w h i c h  
w o u 1 d s  t  r  e t  c h f  o  r  s  o rn e 174 c rn s  ( G a l l  1 9 6 3 ) .  C h r  o rn o s  o rn e s  
w e r e  s o o n . -shown t o  be  s  u p e r  c o i l s  b y  o b s  e r  v  i n g rn e t a  p h a s  e 
c e l l  s p r e a d s  u n d e r  t h e  l i g h t  m i c r o s c o p e .
1 . 5 . 1  Cl  ass . i  c a j _ . . .mode l , s_ f g r _  t h e _ c h r g m o s g m s _ s t r u c t u r e
E a r l y  rn o d e 1 s  o f  c h r  o rn o s  o rn e s  t  r  u c t  u r  e we r  e 
l a r g e l y  t h e o r e t i c a l .  I t  w a s  t  h o u g h t  t  hi a t  c. h r  o rn o s  o rn e s 
m u s t  c o n s i s t  o f  many DNA m o l e c u l e s  l i n k e d  b y  p r o t e i n .  
T h i s  h y p o t h e s i s  was  p u t  f o r w a r d  t o  e x p l a i n  how v e r y  
l o n g  DNA s e q u e n c e s  m i g h t  u n w i n d  a t  r e p l i c a t i o n  ( F r e e s e  
1 9 5 8 ) .  M i r s k y  a n d  R i s  ( 1 9 5 1 )  h a d  p r e v i o u s l y  s u g g e s t e d  
t h a t  c h r o m o s o m e s  h a v e  a b a c k b o n e  o f  p r o t e i n  t o  w h i c h  
i n d i  v  i d u a 1 DNA mol  e c u  1e s  w e r e  1 i n k e d . T a y 1 o r  ( 1 9 5 7  ) 
e x p a n d e d  t h i s  mo d e l  t o  i n c l u d e  t w o  p a r a l l e l  b a c k b o n e s  
o f  p r o t e i n s  w h i c h  s e g r e g a t e  sern i - c o n s e r v a  t  i v e l  y .
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T h e  i n t e g r i t y  o f  c h r o m o s o m e s  i s  o n l y  s e n s i t i v e  
t  o D N a s  e a n d n o t  t  o r  i b o n l i  c: l e a s  e o r  p r  o t  e o 1 y  t  i c 
e n z y m e s .  T h e  DNA m u s t  t h e r e f o r e  b e  c o n t i n u o u s  
t  h r  o l i  g h o u t  t  h e e n t  i r  e c h r  o m o s  o rn e 1 e n g t  h .
A u t o r a d i o g r a p h i c  s t u d i e s  o f  r e p l i c a t i o n  p r o v i d e d  d i r e c t  
e v i d e n c e  t h a t  c h r o m o s o m e s  c o n s i s t  o f  l o n g  l e n g t h s  o f  
DNA, up t o  5 0 0  mu i n  HeLA c e l l s  ( C a i r n s  1 9 6 6 ) ,  o r  1 , S00 
mu i n  C h i n e s e  h a m s t e r  c e l l s  ( H u b e r m a n  a n d  R i g a s  1 9 6 8 ) .  
K a v e n o f f  a n d  Zurnan ( 1 9 7 3 )  s h o w e d  t h a t  e a c h  c h r o m o s o m e  
p r o b a b l y  c o n t a i n s  o n e  v e r y  l o n g  DNA m o l e c u l e  b y  
m e a s u r i n g  t h e  v i s c o e l a s t i c  p r o p e r t i e s  o f  DNA r e l e a s e d  
f r o m  D r o s o p h  M a s  c h r o m o s o m e s .
1 . 5 . 2  E a r  ]_y_. . _Etud j .es_ o f  h r o j n g s o r n e _ s t r u c  t  u r  e
A t  a n a p h a s e c h r  o rn o s o rn e s  a p p e a r  , u n d e  r  t  h e 
l i g h t  m i c r o s c o p e ,  t o  be  c o m p o s e d  o f  a s i n g l e  c h r o m a t i d  
f o r m  i ng a f 1 e x  i b 1 e r o d  wh i oh  c o n s  i s t s  o f  a h e l  i c a l 1 y  
c o i l e d  c h r  o rn o n e rn a ( T a y  1 o r  1 9 6 3 ) .  T hi e  c h r o  rn o n e rn a i s  t  h e 
s m a l l e s t  (25nrn t h i c k )  s t r u c t u r e  t h a t  i s  v i s i b l e  w i t h  
t h e  l i g h t  m i c r o s c o p e .  To r e v e a l  t h e  chro rnonerna  t h e  
c h r o m o s o m e  m u s t  b e  e x p o s e d  t o  a l k a l i ,  p o t a s s i u m  c y a n i d e  
o r  h o t  w a t e r  t o  r e l e a s e  some o f  t h e  c h r o m o s o m e  
c o m p o n e n t s  ( O h n u k i  7 1 9 6 8 ) .  T h e  ch rornonerna  i s  now
V.
t h o u g h t  t o  b e  t h e  p r i n c i p l e  t h r e a d  i n  c h r o m a t i n  ( D u p r a w  
1 9 7 0 ) .
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E l e c t r o n  m i c r o s c o p e  s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  t h e  
c h r • o rn one? rn a c o n s  i s t s  o f  a number-  o f  DNA d u p 1 e x  e s  (R i s  
1 9 5 6 ) .  R i s  ( 1 9 6 9 )  r e v i e w e d  a n u m b e r  o f  mu 1 t i  - s t r a n d e d  
m o d e l s  o f  c h r o m o s o m e  s t r u c t u r e s .  D u p r a w  ( 1 9 7 0 )  s u g g e s t s  
t h a t  s u c h  mu 1 1 i - s t r a n d e d  s t r u c t u r e s  a r e  p r o b a b l y  
a r t e f a c t s  d u e  t o  p r e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s .  S e v e r a l  l i n e s  
o f  a r  gumen t  s u g g e s t  t h a  t  c h r o r noso r nes  a r  e s i n g !  e 
s t r a n d e d .  D u p r a w ( 1 9 6 5 )  o b s e r v e d  t h a t  t r e a t m e n t  o f  t h e  
c h r o m o s o m e s  b y  t r y p s i n  r e d u c e s  t h e  f i b r e s  t o  a s i n g l e  
f i l a m e n t  w i t h  t h e  d i m e n s i o n s  o f  a DNA d u p l e x  0 . 5 - 3 . 0  
r im) .  T h e  ch rornonerna  was  t h u s  s h o w n  t o  b e  a s u p e r c o i l ,  a 
f a c t  s u p p o r t e d  b y  X - r a y  d i f f r a c t i o n  p a t t e r n s  ( D u p r a w  e t  
a 1 . ,  1 9 6 5 ;  Pa r d o n  a n d W i I k  i n  s  1 9 7 2 )  an d e 1 ec t  r  on
m i c r o s c o p e  s t u d i e s  ( L a m p o r t  1 9 7 1 ) .  X - r a y  t r e a t m e n t  o f  
c h r o m o s o m e s  a d d s  f u r t h e r  e v i d e n c e  t h a t  t h e y  a r e  s i n g l e  
s t  r  a n d e d . I f  t  h e y  c o n s  i s  t  e d o f  p a r  a 1 1 e 1 s  u b - u n i t  s  i t  
s h o u l d  b e  p o s s i b l e  t o  i n d u c e  e x c h a n g e s  b e t w e e n  t h e m .  
X - r a y  t r e a  t m e n t , d u r i n g  p r o p h a s e  o r  e a r l y  m e i a p h a s e , 
d o e s  c a u s e  a p p a r e n t  ' h a l  f  ' c : h r o r na t  i d a b e r r a t  i o n s ,  
h o w e v e r  i t  now s eem s  t h a t  s u c h  e v e n t s  c a n  b e  e x p l a i n e d  
b y  e x  c h a n g e s  o f  a s i n g l e  c h r  o rn a t  i d t  h r- e a d ( K i h 1 rn a n a n d 
H a r t l e y  1 9 6 7 ) .
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1 . 5 . 3  O r g a n  } s a  t  j_gn__gf__ch r g r na  t  j. n _ £ j _b r 8 5
1 . 5 . 3 .  1 F g l d e d _ £ l b r e _ m g d e l „ . f g r _ t h e _ c h r g m g s g m e
One o f  t h e  e a r l i e s t  m o d e l s  o f  c  h r  o rn o s  o  rn e
s t r u c t u r e ,  i n c o r p o r a t i n g  a s i n g l e  DNA d u p l e x ,  was  t h a t  
o f  G a l l  ( 1 9 6 3 )  who s u g g e s t e d  t h a t  t h e r e  i s  a s i n g l e  DNA 
d o u b l e  h e l i x  a t  t h e  c e n t r e  o f  e a c h  f i b r e  w h i c h  i s  
h e a v i l y  c o a  t e d  i n p r  o t e  i n .
U s  i n g p r  e p a r  a t  i o n s  o f  hu rn a n rn e t  a p h a s  e c e l  1 s
D u p r a w  ( 1 9 6 6 )  f o u n d  t h a t  c h r o m o s o m e s  seem t o  c o n s i s t  o f
f  i b r  e s o f  3  0 n rn, a v e r  a g e  d i a rn e t  e r , r  a t  h e r  t  i g h 1 1 y  a n d 
i r r e g u  1 a r  1 y  f  o 1 d e d  . I n  t e r p h a s e  c h r o m a  t  i n h a s  a s  i rn i 1 a r  
s t r u c t u r e  b u t  o f  l o w e r  a v e r a g e  d i a m e t e r  ( 23 r i r n ) .  I n  b o t h  
rn e t  a p hi a s  e a n d i n t e r p  h a s  e c h r  o rn o s  o rn e s  t  h e f i b  r  e  s  h a v  e a 
' b e a d s  on a s t r i  n g ' a p p e a r a n c e  d u e  t o  c o n t  i n u a l  
v a r i a t i o n s  i n  d i a m e t e r ,  f r o m  20~50nr n ,  d u e  t o  i r r e g u l a r  
f o l d i n g s  o f  t h e  f i b r e .  No f r e e  f i b r e  e n d s  a r e  v i s i b l e  
a t  t h e  e n d s  o f  t h e  c h r o m o s o m e s ,  t h e  f i b r e s  a p p e a r i n g  t o  
' d o u b l e  b a c k ' .  D u p r a w  a nd  B a h r  ( 1 9 6 9 )  m o d i f i e d  G a l l ' s  
mode l  t o  a s u p e r c o i l ,  t h e i r  f i r s t  l e v e l  o f  c o i l  i n g
p r o d u c i n g  a t y p e  ' A '  f i b r e  ( 1 0 - 1 5 n r n )  f u r t h e r  c o i l e d  
i n t o  a t y p e  ' 6 '  f i b r e  ( 2 0 - 5 0 n m ) .
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1.5.4 Qrganj.satign_.gf:_DNA_.intg_.chrdmgsg[nes
Only a small proportion of DNA in hunman cells
appears to code for proteins or essential • non­
translated -RNA, such as transfer and rihosomal RNA .(t 
and r RNA), this is the ceding DNA. Borne of the
remainder appears to determine patterns of DMA folding. 
This is necessary for two reasons, to shorten the
chromosome to save space, and to determine the genetic
icti vi ty
A chromatin fibre contains a double helix of DNA 
and associated proteins, mostly histones. This
combination has a diameter of 3-3.5 nm (DNA has a 
diameter of about 2 nm) . Histories are basic proteins 
containing a high proportion of the amino acids 
arginine and lysine both of which are positively 
charged amine groups (-NH,A-) at neutral pH. These 
charges allowr them to bind tightly to the DNA 
regardless of its nucleotide sequence bringing about 
ionic neutralisation of the negative chargres on the
DNA phosphates (Stedman and Stedman 1970). Histones
have molecular weights in the range of 11,000—21,000 
and together constitute 'more than half of the total 
mass of an eucaryotic chromosome. Some chromosomal non­
histone proteins also have a structural role. A few 
non-histpone proteins only bind to specific DNA base 
sequences, even slight alterations of which will
prevent the proteins binding. If this occurs they may, 
however, be replaced by non-specific binding proteins 
if they are available CKleinsmi th et al. , 1970).
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1.  5 .  4 . 1 P r o t e i n  a s s o c  |.a t  i o n s . d u r  ] .ng ...rn i t  o t i c  c o i l i n g
D u p r a w  w o r k e d  o u t  p a c k i n g  r a t i o s  f o r  
c h r o r nos o r nes  u s  i ng t l i e  f o i l  ow i ng  f  or rnu 1 a , 1 e n g  t h  o f  t h e
e x t e n d e d  d o u b l e  h e !  i x : l e n g t h  o f  t h e  p a c k e d  d o u b l e  h e l i x  
i n  t h e  c h r  o rn o s  o rn e s .  T h e r  a t  i o  f o r  i n t  e r  p h a s  e 
c.l i r o rnosomes  was  a b o u t  5 6 : 1  a nd  t h a t  f o r  r n e t a p h a s e  
c h r o m o s o m e s  g e n e r a l l y  e x c e e d e d  1 0 0 : 1 , i e .  t h e y  a r e
a p p r■ o  x  i rn a t  e 1 y  t  w i c e  a s  c o i 1 e d « T h i s  s  h o r  t  e n i n g i n 
l e n g t h  i s  a c c o m p a n i e d  b y  a t h i c k e n i n g  a nd  an i n c r e a s e  
i n  t h e  d r y  mass  o f  n o n - D N A  c o m p o n e n t s  o f  t h e
c h r o r n os o r n e . I n  t e r p h a s e  ch r o r noso r nes  c o n s  i s t  o f  30% DNA 
w h i l s t  r n e t a p h a s e  c h r o m o s o m e s  a r e  15% DNA, i e .  t h e
p r a t e  i n c o n  t e n  t  m u s t  i n c r e a s e  d u r I n g  c e 11  d i v  i s  i o n  
( H u b e r  rn a n a n d A11 a r  d i 1 9 6 6 ) .  H a n c o c: k ( 1 9 6 9 )  s  h o w e d t  h a t  
t h i s  was  d u e  t o  an i n c r e a s e  o f  n o n - h i s t o n e  p r o t e i n s ,  
wh i c 11, h e  c on c 1 u d e d , b r  i ng  a b o u  t  t h e  c h r  ornosorne 
c o n d e n s a t i o n .
J Pardon a nd  R o b b i n s  ( 1 9 7 2 )  u s e d  a d o u b l e
thyrn  i d i n e  b 1 o c k  t e c h n  i q ue  t o  s h ow  t h e  c h a n g  i ng c o  i 1 i ng 
o f  t h e  c h r o m o s o m e s  ( A c t  i nornyc: i n D b i n d s  t o  G b a s e s  b u t  
c a n  n o t  g e t  a t  t h e m  i n  t i g h t l y  c o i l e d  c h r o m o s o m e s ) .  
T h e y c o  n c 1 li d e d t h  a t  i n  G1 t  h e c; h r- o rn o s  o rn e s a r  e u n c o i 1 i n g 
t o  a max imum a t  S p h a s e ,  when t h e y  a r e  f u l l y  r e l a x e d  i n  
r e a d i n e s s  f o r  r e p l i c a t i o n .  T h e  c h r o m o s o m e s  g r a d u a l l y  
c o n d e n s e  d u r  i ng G2 i n p r e p a r a t  i on  f o r  d i v  i s  i o n .
I  n troduc: t  i on P age  47
No p r o t e i n  p r o d u c t i o n  a p p e a r s  t o  o c c u r  d u r i n g  c e l l  
d i v  i s  i on t h e  a d d e d  p r o t e i  n s  p r o b a b 1 y  a r  i s e  f r o m  t h e  d i s s o l u t i  on 
o f  t h e  n u c l e i  a t  t h e  s t a r t  o f  p r o p h a s e  ( S t e i n  a n d  F a r b e r  1 9 7 2 ) .  
X - r a v  d i f f r a c t i o n  p a t t e r n s  ( P a r d o n  e t  a l . ,  1 9 7 3 )  s h o w  l i t t l e  
d i f f e r e n c e  b e t w e e n  i n t e r p h a s e  and  m e t a p h a s e  c h r o m o s o m e s .  I t  t h u s  
a p p e a r s  t h a t  t h e s e  p r o t e i n s  d o  n o t  b e c o m e  a p a r t  o f  t h e  
c h r o m o s o m e  s t r u c t u r e  b u t  m e r e l y  a s s o c i a t e  w i t h  i t ,  b r i n g i n g  
rn i t o t  i c c o  i 1 i ng  .
1 . 5 . 5  DNA_.coM.  m g
T h e r e  a r e  s e v e r a l  o r d e r s  o f  p a c k i n g  o f  t h e  f i b r e  
b r o u g h t  a b o u t  b y  t h e  h i  s t o n e  p r o t e i n s ,  w h i c h  r e d u c e  c h r o m o s o m e  
l e n g t h  t o  o n l y  a f e w  m i c r o m e t r e s  ( t a m p e r t  1 9 7 1 ) .
1 . 5 . 5 .  1 Jh§_. .nucJ e g s g me
T h e  f u n d a m e n t a l  u n i t ,  t h e  n u c l e o s o m e ,  wa s  d i s c o v e r e d  i n  
1 9 7 4 .  The  n u c l e o s o r n e s  g i v e  t h e  c h r o m o s o m e  i t s  ' b e a d - l i k e '  
a p p e a r a n c e .  T h e y  a r e  d i s c  s h a p e d  p a r t i c l e s  1 1 nm i n  d i a m e t e r  e a c h  
c o n s i s t i n g  o f  e i g h t  h i  s t o n e  m o l e c u l e s .  T he  DNA b e t w e e n  t h e m  i s  
c a l l e d  ' l i n k e r '  DNA w h i c h  v a r i e s  i n  l e n g t h .  DNA d e g r a d i n g  
e n z y m e s  c a n  a t t a c k  t h e  l i n k e r  DNA b e t w e e n  n u c l e o s o r n e s  b u t  t h e
an d  r e m a i n s  d o u b l e  s t r a n d e d ,  a l w a y s  146  b a s e  p a i r s  l o n g .  
( K o r n b e r g  a nd  K l u g  1 9 8 1 ) .
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1 . 5 . 5 .  2 P a c k a g j . n g _ g £ _ _ t h e _ n u c  1 egsornes
I n  l i v i n g  c e l l s  c h r o m a t i n  r a r e l y  a d o p t s  t h e  b e a d s  on  a 
s t r i n g  a p p e a r a n c e  b u t  r e m a i n s  i n  a c o m p a c t  s t a t e .  The  
nuc: 1 e o s o m e s  a r e  s t a c k e d  on  t o p  o f  e a c h  o t h e r  p r o d u c i n g  h i g h l y  
c o n d e n s e d  DNA a nd  p r o t e i n  i n  30nrn s t r a n d s  ( McGhee  e t  a 1 . ,  1 9 8 0 ) .
T h e r e  a r e  f i v e  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  h i  s t o n e  m o l e c u l e s  
i n v o l v e d .  T he  e i g h t  m o l e c u l e s  f o r m i n g  e a c h  h u c l e o s o r n e  c o m p r i s e  
f o u r  o f  t h e  t y p e s ,  t w o  o f  e a c h ,  t h e  f i f t h  b e i n g  r e s p o n s i b l e  for -  
p a c k a g i n g  t h e  n u c l e o s o r n e s  t o g e t h e r .  T h i s  f i f t h  h i  s t o n e  h a s  a 
g 1 o h u l a r  c e n  t  r  a 1 p o r  t  i on w i t h  t  wo e x  t e n d i n g  a r  m s . Th e c e n t  r  a 1 
r e g i o n  b i n d s  t o  a s p e c  i f  i c s i t e  on  a n u c l e o s o r n e ,  t h e  a r m s  c o v e r  
t h e  l i n k e r  DNA on e i t h e r  s i d e ,  p u l l i n g  a d j a c e n t  n u c l e o s o r n e s  
t o g e t h e r  i n t o  a r e g u l a r  r e p e a t i n g  a r r a y  (Thorna e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .
1 . 5 .  5 .  3 Packag_mg_.g£._ the....3_0nrn.. £_i.br e s
T he  5'crns a v e r a g e  l e n g t h  o f  a c h r o m o s o m e ' s  DNA i s  
r e d u c e d  t o  a b o u t  1mm i n  t h e  30nrn f i b r e s .  T h e  n e x t  l e v e l  o f  
p a c k a g i n g  i s  t h o u g h t  t o  b e  b y  l o o p i n g  o f  t h e s e  f i b r e s .  A n o t h e r  
s e r i e s  o f  b i n d i n g  p r o t e i n s  e a c h  r e c o g n i s e  t w o  s p e c i f i c  s e q u e n c e s  
o f  b a s e s  a l o n g  t h e  30nrn f i b r e s  a n d  l i n k  t h e m  t o g e t h e r ,  ■ f o r m i n g  
t h e  n e c k  o f  a l o o p .  T he  l o o p s  a r e  v a r i e d  i n  s i z e  d e p e n d i n g  on 
t h e  d i s t a n c e  a p a r t  o f  t h e  r e l e v a n t  b i n d i n g  s i t e s .  T h i s  c o i l i n g  
n o t  o n l y  s h o r t e n s  t h e  c h r o m o s o m e  b u t  a l s o  c a u s e s  t h i c k e n i n g  
( M a r s d e n  and  Laernrnl  i 1 9 7 9 ) .
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B a n d i n g  t e c h n i q u e s ,  e g .  G - ,  C - ,  G, e t c . ,  s u g g e s t  t h a t
some f u r t h e r  d e g r e e  o f  c o n d e n s a t i o n  t a k e s  p l a c e  a t  r n e t a p h a s e  o f  
c e l l  d i v i s i o n  (Some b a n d s  s e e n  a t  p r o p h a s e  a p p e a r  t o  c o a l e s c e  
i n t o  o n e  a n o t h e r  a t  r n e t a p h a s e ) .  I t  i s  known t h a t  r e g i o n s  r i c h  i n  
A--T b a s e  p a i r s  s t a i n  d a r k l y  a f t e r  t r y p s i n  t r e a t m e n t ,  w h i l s t  
t h o s e  r i c h  i n  G-C base? p a i r s  a p p e a r  l i g h t e r .  B a n d e d  r e g i o n s  
a l o n g  t h e  c h r o m o s o m e  may d e p i c t  c l u s t e r i n g s  o f  n e i g h b o u r i n g  
l o o p e d  d o m a i n s  o f  s i m i l a r  c h r o m a t i n  s t r u c t u r e .  T h i s  w o u l d  
a c c o u n t  f o r -  t h e  f i n a l  s h o r t e n  i ng  o f  ch r o r noso r nes  d u r i n g  r n e t a p h a s e  
( Y u n i s  1 9 7 6 ) .
1 . 5 . 6  F o r m s  of . . . t he. . .DNA d o y b i . e  h e  1.j_x
T h e  m o s t  s t a b l e  DNA d o u b l e  h e l i x  i s  t h e  B f o r m .  I n  t h i s  
f  a rrn p o r t  i o n s  o f  e a c h  b a s e  pa  i r  a r e  e x p o s e d  , f  o r  p r o  t e  i n 
b i n d i n g ,  i n  t w o  g r o o v e s  c a l l e d  t h e  ma j o r -  and  m i n o r .  T h e  b a s e  
p a i r s  c a n  b e  i d e n t i f i e d  b y  t h e  u n i q u e  a r r a n g e m e n t  o f  p r o t r u d i n g  
a t o m s  t h a t  e a c h  c a r r i e s .  T h e  p r o t e i n s  b i n d  i n  s u c h  a w a y  t h a t  
t h e y  max i rn i s e  t h e  i r  h y d r o g e n  b o n d  i ng a v a  i 1 ab i 1 i t  i e s .  E a c h  
p r o t e i n  w i l l  f o r m  i t s  m o s t  s t a b l e  b o n d  w i t h  o n l y  o n e  s e q u e n c e  o f  
b a s e  p a i r s .
I n  t h e  B f o r m  t h e  e x a c t  t w i s t  a n g l e  b e t w e e n  p a i r s
d e p e n d s  on  w h i c h  p a i r s  a r e  n e x t  t o  e a c h  o t h e r .  T h e  d i f f e r e n c e s
i n  b o n d  a n g l e s  c a u s e  s m a l l  d i s p l a c e m e n t s ,  f r o m  a ' p e r f e c t
h e l i x ' ,  b y  p l u s  o r  m i n u s  0 .  l nrn .  T h i s  s h i f t  i s  s u f f i c i e n t  t o  be  
r e c o g n i s e d  b y  t h e  b i n d i n g  p r o t e i n s  e n a b l i n g  t h e m  t o  f o r m  t h e  
m o s t  s t a b l e  s t r u c t u r e  ( B o s t o c k  a n d  Sum ne r  1 9 7 8 ) .
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O t h e r  f o r m s  o f  t h e  h e l i x  a r e  t h e  A f o r m  o r  t h e  Z f o r m .  
T h e  l a t t e r  o c c u r s  i n  a r e a s  o f  a l t e r n a t i n g  p u r i n e s  a n d  
p y r i m i d i n e s  o v e r  a n u m b e r  o f  n u c l e o t i d e s ,  i t  i s  a l e f t  h a n d e d  
h e l i x .  T h e s e  a re -as  a r e  r a r e  b u t  a p p e a r  t o  b e  r e c o g n i s e d  b y  
s p e c i f i c  p r o t e i n s  and  c o n s e q u e n t l y  may h a v e  i m p o r t a n t  b i o l o g i c a l  
r o l e s .  T h e  d i f f e r e n t  h e l i c e s  r e q u i r e  d i f f e r e n t  b i n d i n g  p r o t e i n s  
d u e  t o  t h e  d i f f e r e n t  b o n d  a n g l e s  i n  t h e  s t r u c t u r e .
1 . 5 . 7  G e n e J g e g u . l a t i o n
H i s t o r i e s  f o r m i n g  t h e  n u c l e o s o r n e s  p r e v e n t  g e n e  
r e g u l a t o r s  f r o m  g e t t i n g  a t  t h e  DNA t h u s  p r e v e n t i n g  RNA 
t r a n s c r i p t i o n , b u t  t h e y  c a n  s t i l l  g e t  a t  t h e  l i n k e r  DNA.  
N u c l e o s o r n e s  a r e  r e g u l a r l y  s p a c e d  b u t  some may b e  m i s s i n g ,  i e .  
t h e  1 i n k e r  r e g i o n s  may b e  t w i c e  a s  l o n g  a s  n o r m a l .  T h e y  are-  
s p a c e d  t o  a l l o w  p r o m o t e r  r e g i o n s  o f  r e q u i r e d  g e n e s  t o  l i e  w i t h i n  
t h e  l i n k e r  DNA. N u c l e o s o r n e s  f r o m  t h e  same s e c t i o n  o f  a 
c h r o m o s o m e  f r o m  d i f f e r e n t  t i s s u e  a p p e a r  i n  d i f f e r e n t  p l a c e s ,  
a l t h o u g h  w i t h  t h e  same d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e m .  D i f f e r e n t  
p r o m o t e r s  w i l l  be  r e q u i r e d  t o  b e  i n  t h e  l i n k e r  DNA i n  d i f f e r e n t  
t i s s u e s  e x p l a i n i n g  t h e  p o s i t i o n s  o f  t h e  n u c l e o s o r n e s  ( Z a c h a u  a n d  
I g o - K e m e n e s  1 9 8 1 ) .  Some n o n - h i s t o n e  p r o t e i n s  b i n d  s p e c i f i c a l l y  
t o  DNA s e q u e n c e s  c o n t r o l l i n g  t h e  way  i n  w h i c h  t h e y  a r e  r e a d ,  i e .  
t h e y  a c t  a s  g s n e  . r e g u l a t o r y  p r o t e i n s ,  e g .  r e p r e s s o r  p r o t e i n s .
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2 . 0  T h e ... £ r  a g £ 1. e _(X _).... s  y  n d r  o m e
2 . 1  X z 11  n k e d ... m e n t  a J..... r  e t  a r  d a t  _i. g  n
As e a r 1y  a s  1 93 8  P e n r o s e  f  i r  s t  n o t e d  t h a t  
t h e r e  was  a p r e p o n d e r a n c e  o f  m a l e s  i n  i n s t i t u t i o n a 1 
p o p u l a t i o n s .  I n  1 9 7 1 / 7 2  L e h r k e  r e v i e w e d  t h e  e x t e n t  o f  
t h  i s  d i s p r o p o r  t  i on  o f  rna 1 e n u m b e r s  i n i n s t  i t u  t  i o n s .  He 
f o u n d  t h a t  i t  v a r i e d  f r o m  a 217. t o  an S67. e x c e s s  o f  
m a l e s  t o  f e m a l e s .  F o r  many y e a r s  t h e  e x c e s s  h a d  b e e n  
s u s p e c t e d  t o  b e  d u e  t o  g e n e t i c  f a c t o r s .  M o r e  p r e c i s e l y
i t  was  p o s  t  u 1 a t  e d t h a t  c e r  t  a i n s y n  d r o m e s  a s  s o c  i a t  ed
w i t h  m e n t a l  h a n d i c a p  w e r e  c a r r i e d  on t h e  X - c h r o m o s o m e .  
A Id o u t  7 - 1 9  X -1 i n k e d g e n e s  ■::: o n c e r  n e d w i t h  n o n -- s p e c  i f  i c 
rner11a 1 r e t a r d a t  i on  h a v e  b e e n  e s t  i r na ted  t o  e x  i s t  
( C r  a w f  u r  d 1 98 2  ) .  A n u rn b e r  o f  f a m i l i e s  i n  w h i ch  X -1 i n k e d 
m e n t a l  r e t a r d a t i o n  was  a p p a r e n t l y  i n h e r i t e d  a s  a 
s e x - l i n k e d  r e c e s s i v e  d i s o r d e r  w e r e  d e s c r i b e d  b y  M a r t i n  
a nd  B e l l  i n  1 94 3  a n d  l a t e r  b y  R e n p e n n i n g  e t  a l . ,  1 9 6 2 .  
T u r n e r  e t  a l . ,  ( 1 9 7 5 )  r e p o r t e d  a f u r t h e r  t w o  s u c h  
f a r n i l  i e s  w h e r e  t h e  a f f e c t e d  m a l e s  a l s o  h a d  b e n i g n  
b i 1 a t e r  a 1 t  e s  t  i c u 1 a r  en 1 a r  g ernen t  s .
F r ag i 1 e* ( X ) E>yndrome
2 . 2  H j  s  t  o  r  y ... o f ... t  h e  f  r  a g j  1 e _(X _) _ s y  n d r  g rn e
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2 . 2 . 1  F i r s t , . j ; j b s e r y a . t . i  gos_ o f . f r a g j  1 e_ s_i..tea
The  f i r s t  r e p o r t s  o f  f r a g i l e  s i t e s  w e r e  b y
Kohn e t  a l . ,  ( 1 9 6 7 )  and  M i l e s  a nd  O ' N e i l  ( 1 9 6 7 )  i n
c e l l s  d e r i v e d  f r o m  B u r k i t t ' s  l y m p h o m a s  a n d  m o n o n u c l ­
e o s i s .  T h e  c o n s t r i c t i o n  t h e y  f o u n d  was  p l a c e d  on
c h r o m o s o m e  n u m b e r  10 a nd  i s  p r o b a b l y  d u e  t o  v i r a l  
i n f e c t i o n .
T h e  e a r l i e s t  r e c o r d i n g  o f  f r a g i l e  s i t e s ,
s  i rn i 1 a r  t o  t h e  f  r a g  i 1 e ( X ) ,  was  b y  L e  j e u n e  e t  a 1 . , i n  
1 9 6 8 .  T h e y  f  o un d  a f  r a g  i 1 e s  i t e  a t  t h e  enc! o f  t h e  q arrn 
o f  c h r o m o s o m e  2 .  Many o t h e r  f r a g i l e  s i t e s  h a v e  s i n c e  
b e e n  r e p o r t e d , o c c u r r i n g  on a l l  c h r o m o s o m e s ,  a p a r t  f r o m  
some o f  t h e  a c r o c e n t r  i c s ,  on b o t h  p a n d  q a r m s ,  o f  
w h i c h  a b o u t  17 a r e  w e l l  e s t a b l  i s h e d .  T h e  t e r m  f r a g i l e  
s i t e  was  i n t r o d u c e d  b y  M a g e n i s  e t  a l . ,  ( 1 9 7 0 )  who f o u n d  
a r e  c u r  r  e n t  b r  e a k p o i n t  on  ch  r  o rn cj s o rn e n li rn b e r  16 .
S u t h e r l a n d  ( 1 9 7 9 a )  d e s c r i b e d  t h e  a p p e a r a n c e  o f  
a f r a g i l e  s i t e  a s  " a  s p e c i f i c  p o i n t  on  a c h r o m o s o m e  
wh i c h  i s l i a b l e  t o  s how t h e  f o l 1ow i n g : -
i )  a n o n - s t a i n i n g  gap;,  u s u a l l y  o f  b o t h  c h r o m a t i d s ,  
i i ) i t  a l w a y s  o c c u r s  a t  t h e  same p o i n t ,  
i i i ) i n h e r  i t a n c e  i n  a dorn i n a n t  M e n d e l  i an  f a s h  i o n .  "
S u t h e r l a n d  a l s o  r e p o r t e d  some  c e l l s  w i t h
a c e n t r i c  f r a g m e n t s  and  d e l e t e d  c h r o m o s o m e s ,
d u e  t o  b r e a k a g e s  a t  weak  p o i n t s  a l o n g
<lh
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T h e  f i r s t  r e p o r t  o f  a ' m a r k e r '  X - c h r o m o s o m e  i n  
a f a m i l y  w i t h  m e n t a l  1y  r e t a r d e d  m a l e  c h i l d r e n  h a s  b e e n  
c r e d i t e d  t o  L u b s  ( 1 9 6 9 )  ( s e e  F i g u r e  1 ) .  He d e s c r i b e d  an 
l i  r i l.i s l i  a 1 s  e r: o n cl a r  y  c o n s  t  f i c t i o n  a t  t- h e e n d s  o f  t h e  1 o n g 
a r m o f  a g r o u p  C - c h r o m o s o m e  i n  o n e  t h i r d  o f  m e t a p h a s e s  
o f  a rnenta  1 1 y  r e t a r d e d  b o y ,  g i v i n g  t h e  a p p e a r a n c e  o f  
s  a t  e 11 i t  e s . N o a s  s  o c i a t  i o n b e t  w e e n t  h i s  s  e c o n d a r  y 
c o n s t r i  c: t  i on  and  t h e  t r u e  s a t e l l i t e s  o f  t h e  a c r o c e n t r  i c 
c h r  o rn o s o rn e s w a s n o t  i c e cl , i t  w a s  c o n e l u d e  cl t h a  t  n o 
t r a n s  1 o c a  t  i on  w i t h  an  a c r o c : e n  t r  i c c h r o r noso r ne  h a d  t a  ken  
p i  a c e  ( S u t h e r  1 ancl aricl L e a n a r d  1 98 2  ) .  T h e  p r o b a n d  h ad  
b e e n  r e f e r r e d  f o r  c h r o m o s o m e  s t u d i e s  b e c a u s e  o f  m e n t a l  
r • e  t  a r  cl a t  i o r i a n d rn u 1 1 i p 1 e rn i n o r  a b n o r  rn a 1 i t  i e s .
A f t e r  t h e  f i n d i n g  o f  t h e  m a r k e r  X " - c h r o mo s o me  a 
f  a rn i 1 y s t  li d y  w a s  u n d e r- t a k e  n t  o d e t  e r • rn i n e t  h e p o s s  i b 1 e 
c l i n i c a l  a nd  g e n e t i c a l  i m p l i c a t i o n s  o f  t h e  o b s e r v a t i o n .  
T w e l v e  me mb e r s  o f  t h e  f a m i l y ,  f r o m  t h r e e  g e n e r a t i o n s ,  
w e r e  s t u d i e d  a n d  a t o t a l  o f  f o u r  m e n t a l l y  r e t a r d e d  
m a l e s ,  e a c h  w i t h  t h e  m a r k e r ,  p l u s  a f u r t h e r -  t w o  n o r m a l  
f  e rn a 1 e s , w h o  w e r  e c a r  r  i e r  s  f o r  t h e  rn a r  k e r ,  w e r  e f  o u n d .  
T h e  r nen ta  1 r e t a r d a t  i ori  was  b o r d e r l  i ne  t o  s e v e r e  i n  t h e  
rn a 1 e s , t w o  o f t  h e rn h a d p o s s  i b 1 e e n v  i r  o n rn e n t  a 1 r  e a s  o n s 
f  o  r  t h i s ,  a n d o n 1 y  t  he  p r- o b a n cl h a cl c o n gen  i t  a 1 
a b n o r m a l i t i e s .  The  m a r k e r  was f o u n d  t o  p e r s i s t  o v e r  a 
s i x  m o n t h  p e r i o d  i n  b o t h  t h e  p r o b a n d  a n d  h i s  m o t h e r .
FIG 1
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T h e f  r e q Li e n c. y  o f  c e 1 1 s w i t  h t  h e rn a r  k e r v  a r  i e d
f r o m  i nd i v  i d u a 1 t o  i n d i v i d u a l ,  t h e  1o w e s t  b e  i ng i n a
fema l e*  a t  on  1 y  2V. up  t o  t h e  h i g h e s t  i n  t h e  p r o b  and  a t
337..  T hi e r  e w a s n o a p p a r  e n t  c o r  r  e 1 a t  i o n b e t  w e e n s  e o r
a g e  and  t h e  f r e q u e n c y  o f  t h e  m a r k e r .
. T hi e s  i z e a n d a r  rn r  a t  i o o f  t  h e rn a r  k e r  
c h r o m o s o m e  a n d  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  o n l y  m a l e s  w i t h  t h e  
rn a r  k e r  w e r  e  rn e n t  a 1 1 y  r e t  a r  d ed  1 e d t  o t  it e  a s  s  u rn p t  i o n 
t h a t  t h e  c h r o m o s o m e  i n v o l v e d  was  t h e  X. C h r o mo so m e  
b a n d i n g  t e c h n i q u e s  h a d  n o t  b een  d e v e l o p e d  i n  1 9 6 9 ,  s o  
i t  was  n o t  p o s s i b l e  t o  i d e n t i f y  e v e r y  c h r o m o s o m e ,  
p a r  t  I c u 1 a r  1 y  a rn o n g t  h e C g r  o u p o f  c h r  o rn o s  o rn e s ( 6  - 1 3  a n d 
X ) ,  b u t  t h e  l a t e  r e p l  i e a t i n g  X ~c hr om os o r n e  i n  f e m a l e s  
c o u l d  be  i d e n t i f i e d  u s i n g  t r i t i a t e d  t h y m i d i n e .  T w e n t y  
c e l  I s  w i t h  t h e  m a r k e r ,  and  a s i n g l e  l a t e  r e p l  i e a t i n g  C 
g r o u p  c h r o m o s o m e ,  w e r e  s t u d i e d  f r o m  o n e  o f  t h e  f e m a l e  
c a r r i e r s .  I n  6  o f  t h e s e  c e l l s  t h e  C g r o u p  c h r o m o s o m e  
w i t h  t h e  h e a v i e s t  l a b e l l i n g  was a l s o  t h e  o n e  w i t h  t h e  
s e c : o n d a r y  c . o n s t r  i c t  i o n . 1 h i s c o n f  i r m e d  t h a t  i t  was
i n d e e d  t h e  X - c  h i r  o  i n o s  o rn e t h a t  w a s  i n v  o 1 v  e d .
L u b e ' ( 1 9 6 9 )  i n i t i a l  c o n e  1 u s  i on  was  t h a t  t h e
m a r k e r  was  n o t  c l i n i c a l l y  s i g n i f i c a n t ,  b u t  u s e f u l  i n  
t h a t  i t  a l l o w e d ,  f o r -  t h e .  f i r s t  t i m e ,  p o s i t i v e  i d e n t -  
f i c a t  i o n  o f  t h e  X - c h r o m o s o r n e  i n  m a l e s .  He f o r e s a w  human 
c y t o g e n e t i c s  e n t e r i n g  a new and  i m p o r t a n t  p h a s e  t h r o u g h  
t h e  r e c o g n i t i o n  o f  new s y n d r o m e s  d u e  t o  s m a l l  c y t o g e ­
n e t i c  c h a n g e s ,  b u t  i t  was  n o t  u n t i l  1 9 7 6  t h a t  a t t e n t i o n  
was  f o c u s s e d :  on  f r a g i l e  s i t e s  ( S u t h e r l n d  1 9 7 9 a ) .
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Low f o l a t e  m e d i a  i n c r e a s e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  
a l l  f r a g i l e  s i t e s ,  n o t  o n 1 y  t  h a t  o n t  hi e X -  c. h r  orno s  o rn e , 
V e k e m a n s  e t  a l . ,  ( 1 9 8 3 )  c o m p a r e d  t h e  f r e q u e n c y  and  
d i s t r i b u t i o n  o f  a u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e s  i n  13 n o r m a l  
and  3 f r a g i l e ( X )  i n d i v i d u a l s .  The  l o w  f o l a t e  c o n d i t i o n s  
i n c r e a s e d  t h e  number-  o f  f r a g i l e  s i t e s  a b o u t  s i x  f o l d .  
The  mean n u m b e r  o f  s i t e s  f o u n d  p e r  r n e t a p h a s e  i n  n o r m a l  
i nd  i v  i dua  1 s was; 0 . 3  a nd  i n t h e  f  r a g  i 1 e ( X ) i n d i v i d u a l s  
was  0 . 2 9 .  The  n u m b e r  o f  f r a g i l e  s i t e s  p e r  r n e t a p h a s e  was 
n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f  f  e r  e n t  b e t  w e e n t  h e t  w o g r  o u p s , 
s u g g e s t  i ng t h a  t  1 he  f r a g  i 1 e (X ) s y n d r o r n e  i s  n o t  
a s s o c  i a t e d  w i t h  g e n e r a l  c h r o m o s o m e  f r a g i 1 i t y .  T h e  
f r a g i l e  s i t e s  o c c u r  r a n d o r n  1 y  t h i r o u g h o u t  t h e  g e n o t y p e , 
a l t h o u g h  some c h r o m o s o m e s  a r e  m o r e  f r e q u e n t  1y  a f f e c t e d ,  
i ri p a r t  i c u l  ar- ch r -o rnosomes  3 ,  6 and  ‘‘ 16,  Hou*ever
S u t h e r l a n d  1 98 2  a n d  1 985  r e p o r t s  on v a r i o u s  s t u d i e s  on 
a u t o s o m a l  - f r a g  i 1e s i t e s  i n  n e o n a t e s  c o m p a r e d  t o  v a r i o u s  
s u b  -~n o r  rna 1 p o p u l a t i o n s  < 3 ,  4 5 8  n o r  rna 1 rna 1 e s  s t u d i e d  i n  
a l l ) .  T he  f r a g i l e ( X )  s i t e  was  n o t  f o u n d  i n  a n y  o f  t h e  
n e o n a t e s ,  t h e y  a l w a y s  s h o w e d  a l o w  i n c i d e n c e  o f  
a u t  o s  o rn a 1 f r a g i l e  s i t  e s ( 0 .  0 0 0 9 8  /  rn e t  a p h a s e ) w h i c h w a s  
s i g n i f i c a n t l y  1o w e r  t h a n  t h a t  f o r  t h e  i n s t  i t u  t  i o na  1 i s e d  
r e t a r d a t e s  ( 0 .  00951 /  me t  a p h a s e  ) .  The  f r a g  i 1 e (X ) s i  t e  was  
f o u n d  i n  1.67.  o f  i n d i v i d u a l s  i n  t h e  s u b - n o r m a l  g r o u p s ,
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b u t  no  d i r e c t  c o m p a r i s o n  was  made b e t w e e n  n o r m a l  a n d  
f r  ay i 1e ( X ) i nd  i v  i d ue  I s .  P e t i t  e t  a 1 . ,  ( 1 9 8 6  ) a 1 s o  f o u n d
t h a t  f r a g i l e  s i t e s  w e r e  t w e n t y  t i m e s  m o r e  f r e q u e n t  i n  
m e n t a l  1y  r e t a r d e d  i nd i v  i d u a l  s  t h a n  i n  n e w b o r n  
i n d i v i d u a l s .  T he  a b o v e  c o n c l u s i o n s  a p p e a r  t o  be
c o n t r s d i c t o r y .  Vekernans  e t  a l .  f o u n d  n o  s i g n i f i c a n t  
d i f f e r e n c e  b e t w e e n  n o r m a l  a nd  f r a g i l e ( X )  i n d i v i d u a l s  
w! i e r ■ e a  s  S l i  t  h e r  1 a n d f  o u n d a s  i g r i i f  i c a n t  d i f f e r  e n c e 
b e t w e e n  n e o n a t e s  a nd  r e t a r d a t e s ,  i n c l u d i n g  f r a g i l e ( X )  
i n d i v  i d u a 1 s . Th e s e  r  e s u  I t s  c ou 1 d b e c: omp a t  i b 1 e i f  t  h e 
d i f f e r e n c e  r e c o r d e d  b y  S u t h e r l a n d  was  d u e  t o  an
i n c r e a s e  i n  f r a g  i 1 i t y  i n  r e t a r d e d ,  b u t  n o r t - f  r a g  i 1 e ( X ) 
i n d i v i d u a l s ,  h o w e v e r  t h e  d i f f e r e n c e  i s  m o r e  1 i k e l y  t o  
b e  d u e  t o  t h e  d i f f e r e n t  s a m p l e  s i z e s  a nd  a l s o  i n  t h e  
d i f f e r e n t  m e t h o d s  u s e d  t o  d e m o n s t r a t e  f r a g i l e  s i t e s .  
Ve k em a n s  e t  a l  . f o u n d  a 30~-300*X g r e a t e r  f r a g  i 1 i t y  t h a n
S u t h e r l a n d ,  i t  i s  t h u s  1 i k e l y  t h a t  t h e  m e t h o d s  u s e d  b y
V ek e ma n s  e t  a l .  a r e  i n d u e i n y  c h r o m o s o m e  f r a g i 1 i t y  
m a s k i n g  a n y  d i f f e r e n c e  t h a t  may e x i s t  b e t w e e n  n o r m a l  
a n d f  r a g i 1 e ( X ) i n d i v  i d u a 1 s .
F u r t h e r  s t u d i e s  a r e  r e q u i r e d  t o  d e t e r m i n e  
w h e t h e r  t h e r e  i s  a n y  l i n k  b e t w e e n  a u t o s o m a l  f r a g i l e  
s i t e s  and  t h e  f r a g i l e ( X )  s  i t e ,  and  a l s o  t o  d e t e r m i n e  
t h e  t r u e  r a t e  o f  c h r o m o s o m e  f r a g i 1 i t y  i n  a l l  g r o u p s  o f  
i nd  i v  i d u a 1 s .
Fr sg i 1 e ( X ) sync!romp Pag e
2 . 3  F r  §.gy en c y  _ g  f  _ t  h e „  f . r  a g j  1 e_( X.) _ s y n d r o m e _ a r n g n g s t
g o g u  1 a tu o n s
2 . 3 . 1  I n c j d 0 o c e _ g f _ m § n t a j _ r e t a r d a t i o n
S t u  d i  0 s  u n d e r t  a k en i n rnent  a 1 i n s t i t u t i o n s  
r e v e a 1 & d t  h a t  20  */. o  f  rn e n t a l l  y  r  e t  a r  d ed  i n d i v  i d u a 1 s h a v e  
e n v  i r  o n rn e n t  a 1 c a u s  e s , 14 7. h a v  e c h r  o rn o s  o i n a 1
a b n o r m a l  i t  i e s ,  87. h a v e  s i n g l e  g e n e  d i s o r d e r s  and  t h e  
r  e in a i n i n g 607. w e r  e o f  u n k n o uj n c a u s  e . (C r  a w f  u r  d 1 9 8 2 ) .  A
c o m m u n i t y  s t u d y  ( L e x o v a  e t  a 1 . , 1 9 7 7 )  F o u n d  47. o f
rnen t a l l y  r  e t  a r  d ed c a s e e  h a d  en v  i r  on rnen t  a 1 c a u s  e s , 337.
c h r  o rn o s. o rn a 1 a b n o r  rn a 1 i t  i e s>, a n d 14- 7. s  i n g 1 e g e  n e 
d i s o r d e r s  and  t h e  r e  rna i n i ng 4 9 7  o f  u n k n o w n  c a u s e .  I t  i s  
e v i d e n t  t h a t  t h e  m a j o r  c a u s e s  o f  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  
s  t i l l  r  e rn a i n u n k n o uj n .
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E s t i m a t e s  o f  t h e '  ; I n c i d e n c e  o f  m e n t a l  
r e t a r d a t i o n  a r e  0 . 3 - 0 . 4 7 .  ( 3 - 4 / 1 , 0 0 0 )  o f  t h e  c h i l d h o o d  
p o p u 1 a t  i o n . The  f  i r s  t  s t u d y  was b y  T u r n e r  ( 1 9 7 4 ) .  She 
e u r v e y e d  m e n t a l l y  r e t a r d e d  s c h o o l  c h i l d r e n  i n  New S o u t h  
W a l e s  and  f o u n d  an i nc  i d e n c e  o f  3 . 1  p e r  1 , 0 0  0 m a l e s  and
2 . 5  per  1 , 0 0 0  f e m a l e s ,  a m a l e  e x c e s s  o f  247. .  U s i n g  
t  h e s  e r  e s  u 1 t  s  s  h e e s  t  i rn a t  e d t h a t  X -1 i n k e d i n h e r  i t  a n e 
p r o b a b l y  a c c o u n t s  f o r -  a b o u t  o n e  f i f t h  o f  t h e  
n o n - s p e c i f i c  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  i n  m a l e s .  T h i s  w o u l d  
g i v e :  an e s t i m a t e  o f  0 . 6  p e r  1 , 0 0 0  rna 1 e s  ( 3 .  l x l / 5 )  a 
f i g u r e  t h r e e  t i m e s  srna 1 1 e r  t h a n  t h a t  o f  H e r b s t  a nd  
M i l l e r  ( 1 9 8 0 )  who e s t i m a t e d  t h e  f r e q u e n c y  o f  X - l  i n k e d  
men t a 1 r e  t a r d a  t  i o n  i n t h e  p o p u 1 a t  i on  a t  1 . 8 3 / 1 , 0 0 0  
m a l e s .
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The f r e q u e n c y  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e  
w i t  h i n w h o l  e p o p u l  a t  i o n s hi a s  h e e n e s t  i rn a t  e cl a t  v  a 1 u e s 
be  t w e e n  0 . 017 .  ( 0 . 1 / 1 ,  0 0 0  ) a nd  0 .37 .  ( 3 /  1, 0 0 0  ) ( Hech  t  e t
a l . ,  1 9 8 2 ;  B r o w n  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  H e r b s t  and  M i l l e r  1 9 8 0 ;
T u r n e r  e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  S u t h e r l a n d  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  The 
upper -  e s t i m a t e  i s  p r o b a b l y  t o o  h i g h ,  b u t  e v e n  t h e
l o w e s t  e s t i m a t e  w o u l d  r e p r e s e n t  a s i g n i f i c a n t
p r o p o r t i o n  o f  t h e  m e n t a l l y  r e t a r d e d  for -  whom t h e  c a u s e  
i s  a s y e  t  u n k n o w n . H e r  b s  t  a n d M i l l e r -  ( 1 9 8 0 )  f  i r  s  t  
s u g g e s t e d  t h a t  t h e  f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e  i s  a m a j o r  c a u s e  
o f  n o n - s p e c i f i c  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  w i t h  an i n c i d e n c e  o f
0 . 9 2 / 1 , 0 0 0  m a l e s .  B r o w n  e t  a l . ,  ( 1 9 8 8 )  e s t i m a t e d  t h a t  
t h e r e  a r e  o n l y  h a l f  t h a t  e s t i m a t e d  b y  H e r b s t  a n d  Mi 1 1 e r  
a t  0 . 4 5 / 1 , 0 0 0  m a l e s  w h i c h  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  S h e r m a n  
e t  a l . ,  ( 1 9 8 4 )  who f o u n d  0 .0 5 5 7 .  ( 0 . 5 5 / 1 , 0 0 0 ) .  H e r b s t  . e t  
a l . ,  ( 1 9 -? ' ! )  came up  w i t h  a f i g u r e  h a l f  a g a i n ,  a t  o n l y  1 
m a l e  i n  44  ( 0 . 2 / 1 , 0 0 0 ) .  S h e r m a n  e t  a l . ,  ( 1 9 8 4 )  e s t i m a t e  
t h a t  t h e  f r e q u e n c y  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  i s  l o w e r  . i n  
ma 1 e s ,  1 i n  1,  8 0 0  ( 0 .  , 55 /1 ,  0 0 0  ) ,  t h a n  i n f  erna 1 e s ,  1 i n 
7 2 5  ( 1 .  3 8 / 1 ,  0 0 0  ) .  Ferna 1 e s  h a v e  t w o  X - c h r o m o s o m e s  a nd
w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  s h ow  t h e  s i t e  mo r e  f r e q u e n t l y  t h a n
m a 1e s  i f  t h e  s i t e  wa s  s e g r e g a t  i ng r a n d o m ! y .
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3 . 3 . 4  Asgoc i a tJ g n _ ,o f  „ t h e _ f  r a g j  1 e ( X 2 _ § j  t§_ un th_ men l a  1
R e t a r d a t i o n
Most f a m i l y  s t u d i e s  h a v e  shown t h a t  t h e  
f r a g i l e ( X )  chromosome,  d e s c r  ib e d  b y  L u b s  arid o t h e r s ,  i s  
a s s o c i a t e d  w i t h ,  o r  e ve n  t h e  c a u s e  o f ,  one  f o r m  o f  
n o n - s p e c i f i c  merits 1 r e t a r d a t i o n  in  m a l e s .  The m e n t a l  
r e t a r d a t i o n  i s  u s u a l l y  m2 r Keel ( w i t h  an I . G .  o f  3 0 —5 5 ,  b u t  
may s t i l l  l i e  w i t h i n  t h e  n o r m a l  r a n g e  (Dakar  e t  a l . ,  
1 9 3 1 ) .  — *  i t y  .of  : - :sles w i t h  t h e  r. iarker a r e
T u r n e r  e t  a l . ,  ( 1 9 8 0 )  s u g g e s t  t h a t  a b o u t  o n e  
t h i r d  o f  a l l  f a m i l  i e s  w i t h  X - l  i n k e d  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  
s! 1 ou 1 d £.hc«»** t h e  f r  ag  i 1 e ( X ) s  i t e .  I  f  t h e s e  i nd i v  i d u a l  s  
c o u l d  b e  c l e a r l y  r e c o g n i s e d  on  a c l  i n  t ea  1 b a s i s  t h e y ,  
ar i d  t h e i r  f a m i l i e s ,  c o u l d  b e  c y t o g e n e t i c a l l y  t e s t e d  a n d  
t h e n  c o u n s e l l e d  a s  t o  t h e i r  1 i k e l  i h o o d  o f  p a s s i n g  on 
t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n .  However -  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  
i n h e r i t e d  a s  an X - l i n k e d  r e c e s s i v e  t r a i t  i s  n o t  u s u a l l y  
a s s o c i a t e d  w i t h  a n y  d e t e c t a b l e  a b n o r m a l i t y '  ( T u r n e r  e t  
a l . ,  1 9 7 1 ) .  I t  i s  t h u s  n o t  e a s y  t o  d e c i d e  w h i c h  
m e n t a l l y  r e t a r d e d  i n d i v i d u a l s  i t  w o u l d  b e  b e n e f i c i a l  t o  
s p e c i f i c a l l y  t e s t  f o r  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e .
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2 . 3 . 5  Jhe... f r a g i j .  e j  X . ) _ § i  t§_. i n . . m e n  t a  11. y... r e t a r d e d
p a p u l a  t j .  o n e
C a r p e n t e r  e t  a l . ,  ( 1 9 8 2 )  s t u d i e d  65  p a t i e n t s  
f r o m  t w o  m e n t a l  i n s t i t u t e s  f o r -  s e v e r e l y  a nd  m i l d l y  
r e t a r d e d  m a l e s .  T h e y  f o u n d  6 (97.)  t o  h a v e  t h e
f r a g i 1e ( X ) s  i t e .  Th i s  i s  a s  i m i 1a r  t o  t h a t  f o u n d  i n a
s u r v e y  a t  a s m a l l  m e n t a 1 h a s p i t a 1 i n  L a n e a s h  i r e  w h e r e  
67. o f  rnodera  t e a n d  s e v e r  1 y  r - e t a r • d ed  rna! e s  d e r n o n s t r a t e d  
t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  ( S t e w a r t s  h o s p i t a l  1 9 8 3 ) .
8 . 3 . 6  T h e  . . . . f rag j 1 e ( X ) i n  ._ 1q o r  ma 1  !,. nd  j  y  i d u a 1 s 1
T he  i nc  i d e n c e  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  i n  n o r m a l  
i n d i v i d u a l s  i s  n o t  k n o w n .  The  o n l y  e x t e n s i v e  s t u d i e s  s o  
f a r  lin d e r  1 a k e n ,  u s  i ng  f r a g  i 1 e ( X ) c u l t u r e  t e c h n  i q lie s , 
p e r  f  o r  rned on ' n o r m a  1 •' p □ pu 1 a t  i o n s  a r e  b y  Su t h e r  1 a nd  
( 1 9 8 2  a nd  1 9 8 5 ) .  He s t u d i e d  a t o t a l  o f  3 , 4 5 8  m a l e s  
w i t h o u  t  f  i nd  i ng  a n y  f r a g  i 1e ( X ) s i  t e s ,  bu  t  d i d  f  i nd 
o t h e r  f r a g i 1e s i t e s .  S o u d e b  a nd  G o r s n y  ( 1 9 8 1 )  d i d  a 
s u r v e y  on  40  ma1e s  w i t h o u t  f  i nd  i ng  a n y  f r a g  i 1e ( X ) 
s i t e s .  T a k i n g  a l l  t h e s e  p a p e r s  t o g e t h e r  g i v e s  a t o t a l  
o f  3 ,  5 9 8  i nd  i v  i d ua  I s .  I t  a p p e a r  s  t h a  t  t h e  f  r  ag  i.l e ( X )
s i t e  i s  v e r y  r a r e ,  i f  p r e s e n t  a t  a l l ,  a m o n g s t  n o r m a l
i nd  i v  i d u a 1 s .
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2 . 3 . 7  Con c 1 u s  j. o n
T h e  f r e q u e n c y  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  a p p e a r s  
t o  v a r y  w i d 0 1 y  a rn o n g s  t  d i f  f  e r  e n t  p o p u l a  t  i o n s  a nd  
s a m p l e s  o b t a i n e d  b y  d i f f e r e n t  w o r k e r s .  A l o t  o f  t h i s  
v a r i  a t  i an i s  p r a b a b 1y  d u e  t o  t h e  d i f f  i c u 1 t  i e s  o f  
d e r n o n s t r a t  i ng  t h e  f r a g i l e  s i t e  ( s e e  e j e c t i o n s  2 . 5 - - 2 . 7 )  
and  f  rorn t h e  u s e ,  b y  d i f  f  e r e n t  w o r k e r s , o f  d i f  f e r e n t  
c u l t u r e  r n e t h o d s  t o  d e r n o n s t r a  t e  t h i e  f  r  ag  i 1 e ( X ) s  i t e . 
T h e r e  a r e  a l s o  d i f f i c u l t i e s  i n  d e c i d i n g  who t o  t e s t  f o r  
t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  b e c a u s e ,  a l t h o u g h  i t  a p p e a r s  t h a t  
t h e  s y n d r o m e  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  a l o w e r i n g  o f  t h e  I . Q .  
l e v e l  t h i s  rn a y  n o t  n e c r e s s a r  i 1 y  p r o d u c e  m e n t a l  
r e  t a r d a  t  i on  w i t h  i n f  arn i 1 i e s  o f  g e n e r a  1 1 y  h i gh  I . Q .  A 
s t  a r i d a r d  rn e t ! 1 o d f  o r  d e rn o n s t r  a t  i ng t  h e f  r ■ a g i 1 e ( X ) s i  t  e , 
w h i c h  r e m o v e s  t h e  p a s s i b i 1 i t i e s  o f  f a l s e  n e g a t i v e s ,  
a 1 ong  w i t h  s t a n d a r  d i s a t  i on  o f  e r  i t-er- i a f o r  a p o s  i t  i v e  
d i a g n o s i s ,  i e .  w h a t  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  h a v e  t o  be  
a f  fee: t e d  b e f o r e '  c 1 a s s  i f  y  i ng  an i nd i v  i d u a l -  a s  b e i n g  
f r a g i l e ( X ) ,  i s  u r g e n t l y  r e q u i r e d  b e f o r e  t h e  e x t e n t  o f  
t h e  s y n d r o m e  c a n  b e  a s c e r t a i n e d .  U n t i l  s u c h  a m e t h o d  i s  
d e v e l o p e d  d a t a  f r o m  d i f f e r e n t  s o u r c e s  c a n  n o t  be  
r  e  1 i ab 1 y  c ornpar  e d .
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4  I t ; § G 'a L O is » J 9 P ... p f .  £ h 9 f .C :§ 9 i  l g i X 2 „ s y n d r o m g
H a r  v e y e t  a 1 . , (1 9 7 7 ) w e r  e t  h e f  i r  s  t  I; 0
o b s e r v e  t h e  t r a n s r n  i s s  i on  o f  X-  l i n k e d  m e n t a l  r e t a r d a t  i on  
i n f  am i 1 i e s  d er r ions. t r  a t  i ng  t h e  f r a g  i 1 e ( X ) s i  t e .  T h e y  
o b s e r v e d  f o u r  f a m i l i e s  t h r o u g h  s e v e r a l  g e n e r a t i o n s  ( s e e  
d i a g r a m  3 A-D) . T he  f a m i l i e s  i n c l u d e d  t w e n t y  r e t a r d e d  
m a l e s  b u t  no  r e t a r d e d  f e m a l e s .  A l l  l i v i n g ,  r e t a r d e d
m a l e s  w e r e  d e m o n s t r a t e d  t o  h a v e  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e ,  a s  
d i d  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e i r  m o t h e r s .  T h e y  c o n c l u d e d ,  f r o m  
t h e  I r  r e s u l t s  and  t h o s e  o f  o t h e r s  (Dunn e t  a l . ,
1 9 6 3 / 6 3 ;  R e n p e n n i n g  e t  a l . ,  1 9 6 3 ) ,  t h a t  t h e  r i s k  o f  a 
c: a r  r  i e r  f  e rn a l e  h a v i n g a rn e ri t a l l  y r  e t a r  d e d s o n w i t  h t  h e 
f r a g i l e ( X )  i s  g r e a t e r  t h a n  5 OX, i e .  t h e i r  o f f s p r i n g
w e r e  f o u n d  t o  have- t h e  f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e  m o r e  
f r e q u e n t 1y  t h a n  n o t  ( 3 0  o f  3 3  m a l e s  f r o m  c a r r i e r s  w e r e  
m e n t a l  1y  r e t a r d e d - - s e e  d i a g r a m  3 A - D  ) .  M c D e r m o t t  e t  a l . ,  
( 1 9 S 3 )  a l s o  f o u n d  t h a t  t h e  i n h e r i t a n c e  o f  t h e  f r a g i l e  
s i t e -  was  g r e a t e r  t h a n  5 0  X.  I n  s e v e n  '  f  r a g  i 1 e (X ) 
f a m i l i e s " ,  16 o u t  o f  3 7  s o n s  o f  c a r r i e r  f e m a l e s  had  t h e  
f r a g i l e  s i t e .  T h e s e  f i g u r e s  a r e  n o t  s i g n i f i c a n t 1y
d i f f e r e n t  f r o m  a 5 0 : 5 0  c h a n c e  o f  i n h e r i t a n c e  ( w i t h  1 
d e g r e e  o f  f r e e d o m  a t  t h e  95X  c o n f i d e n c e  l i m i t s ) .  M o r e  
c r i t i c a l  d a t a  on w h o l e  f a m i l i e s  m u s t  be  u n d e r t a k e n  t o  
d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e s e  r e s u l t s  s how an a c c u r a t e  
p i c t u r e .  As y e t  t h e r e  i s  i n s u f f i c i e n t  e v i d e n c e  t o
; O O  ^ W' O - ~ _ y.w\.
i than a normal X~ c h r o ma a ma J T u r n e r  e t  a l . ,  ( 1 9 8 0 )  l o o k e d  
a t  2 5  f a m i l i e s  w i t h  X - l  i n k e d  m e n t a l  r e t a r d a t i o n ,  o n l y  7 
o f  w h i c h  d e m o n s t r a t e d  t h e  f r a g i l e ( X ) .  A l l  35  m e n t a l l y
i rm  n
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r e t a r d e d  m a le s  w i l h i n  t h e  s e v e n  a f f e c t e d  f a m i l i e s  
d e m o n st r  a t e d  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e ,  n o n e  o f  t h e i r  nor mal  
m a le  r e l a t i v e s  d i d  s o .  F e m a l e s  w e r e  n o t  r e p o r t e d  e i t h e r  
c l  i n i c a l  1 y  or c y t -o g e n e t  i c a l  1 y .  ‘I he  sc- f  i g u r e s  a g r e e  , but
sely, with a hypothesis off Y-1 -I nkpH t fer:tar
T h e s e  r e s u l t s  a r e  a l l  c o n s i s t e n t -  w i t h  t h e  
c l  a r ms  o f  T u r n e r  e t  a ! . ,  ( 1 9 8 0 )  t h a t  3 0 - 5 0 ’/. o f  X - l  i n k e d
m e n t a l  r e t a r d a t i o n  i e- p r o b a b l y  d u e  t o ,  or a s s o c i a t e d  
w i t h  t h e  f r a g i 1 e ( X ) s i t e .
2 . 4 . 1  In n e r J _ t a n c e _ t h r o u g h _ . n q r m s l  mal e s
T h e r e  h a v e  be en  a number o f  s t u d i e s  on 
men t a  1 1 y r e t a r d e d  f  am i 1 i e s  w i t h  t h e  f r a g  i 1 s  (X ) s- i t s  
f  o l  1 ow I rig or, f  r om M a t v e y  e-t e l  . , Me Der mot I  e t  a 1 . , arid 
T u r n e r  e t  a 1. ( s e e  s e c t  i on 2 . 4 ) .  The  m e n ta  1 r o t a r d a t i u n 
arid t h e  f r - a g i l e ( X )  & i t e  a r e  g e n e r a l l y  t h o u g h t  t o  be  
c o - i n h e r i t e d .  R e c e n t l y  t h e r e  h a v e  b e e n  a fe w  r e p o r t s  o f  
t h e  t r a n s m i s s i o n  o f  t h e  f r a q i l e ( X )  s i t e  t h r o u g h  
" a p p a r e n t l y  n o rm a l  m a l e s " .  T h e  f i r s t  was by  N i e l s e n  e t  
e l . ,  ( 1 9 8 1 )  who fo u n d  a f a m i l y  i n w h ic h  t h r e e  
a p p a r e n t l y  n o rm a l  m a le s ,  a l t h o u g h  n o t  c y t o g e n e t i c a l l y  
Dr c l i n i c a l l y  e x a m i n e d ,  seem t o  h a v e  t r a n s m i t t e d  t h e  
t r a i t  t h r o u g h  t h e i r  d a u g h t e r s  t o  a f f e c t e d  g r a n d  
c h i l d r e n  ( s e e d  i agramS.E  1 1 . 1 , 1 1 . 8  a nd  1 1 .  5 ) .  The  g r a n d  
c h i l d r e n  i n c l u d e d ,  t h r e e  m e n t a l l y  r e t a r d e d  f e m a l e s  and  
f o u r  m e n t a l l y  r e t a r d e d  m a l e s ,  e a c h  h a v i n g  h i g h  
e x p r e s s i o n  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e .  O n l y  one o f  t h e i r  
m o t h e r s  ( I I I . 2 5  > d e m o n s t r a t e d  t h e  f r  ag i 1 e ( X ) s i t e  and  
o n l  a t  a lo w  r a t e  o f  e x p r e s s i o n .
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Webb e t  a l . ,  ( 1 9 8 1 )  f o l l o w e d  t h e  tr-ansrn i s s  i on 
o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  f r o m  a ' n o r m a l  ' m a le ,  w i t h  £67. 
e x p r e s s i o n  o f  t h e  f r a g  i 1 e ( X ) s i t e ,  t h r o u g h  two 
g e •, i e r a t  i o r i s . f ! e h a s a n o r  rn a 1 cl a u g hi t e r  w h o i s  an 
o b l i g a t e  c a r r i e r .  The d a u g h t e r  shows a low l e v e l  o f  
e x p r e s s i o n  ( 3 7 . )  b u t  has  a r e t a r d e d  m a le  c h i l d  a l s o  w i t h  
t h e  f  r a g  i 1 e s i t e  (207. e x p r e s s  i on ) and t h r  e e  daugh t e r s , 
tw o  o f  wh i c h  show t h e  s i t e  ( £ 4 7  and 47.--■ s e e d  i agrarn^F ) .  
D a h e r  e t  a 1 . ,  ( 1 9 8 1 )  r e p o r t e d  t h e  f i n d i n g  o f  t he
f r a c j i l e ( X )  s i t e  in a n o rm a l  m a l e  and Van Roy e t  a l . ,
< 3 9 8 3  ) r e p o r  te d  t h e  tran srn  i ss  i on o f  t-he s i t e  th r o u g h  
two a p p a r  e n 1 1 y n o r  m a 1 rn a 1 e s b u t  nr h o w e  r  e n o t
c y t o g e n e t  i c a 1 1 y  o r  m e n ta l  1 y t e s t e d  ( s e e d  i agrarn 3G- 1 1 . 1
and 1 1 . 5 ) .
N i e l s e n  e t  a l . ,  ( 1 9 8 1 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h e s e  
f  i nd i ngs  i n d i  c a t e  t h a t  t h e  f r a g  i 1 e ( X ) sy n d ro m e  i s a 
s e x - l i n k e d  r e c e s s i v e  t r a i t  w i t h  p a r t i a l  e x p r e s s i o n  in  
some f e m a l e s .  I n  a few m a le s  t h e  s y n d ro m e  a l s o  a p p e a r s  
t o  be  rn a s-ked. I t  i s  d i f f i c u l t  t o  make any  f i r m  
c o n c l u s i o n s  f ro m  t h i s  s e c t i o n  o f  t h e  1 i t e r a t u r e  due to  
s h o r  t a g e  o f  da t a . T h a- ev  i d e n c e  i s s t r o n g  1 y s u g g e s t  i ve  
o f  X — 1 i n k a g e  b u t  i t  i s  by  no means c o n c l u s i v e .  The  
a p p a r e n t  t rans rn  i ss  i on o f  t h e  f r a g  i 1 e (X ) s i t e  t h r o u g h
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n o rm a l  m a le s  s u g g e s t s  t h a t  f a c t o r s  o t h e r  t h a n  s i m p l e  
X - l  i n k a g e  a r e  i n v o l v e d  in  i t s  i n h e r i t a n c e .  T h e  
t r a n s m i s s i o n  r a t e s  t h r o u g h  c a r r i e r  f e m a l e s  a r e  n o t  
c o n s i s t e n t .  T h e  p a p e r s  o f  H a r v e y  e t  a l . ,  < 1 9 7 7 )  and  
M c D e r m o t t  e t  a l . ,  ( 1 9 8 3 )  i n d i c a t e  t h a t  t h e  r i s k  o f  a 
m e n t a l l y  r e t a r d e d  s o n ,  f r o m  a c a r r i e r  f e m a l e ,  i s  
g r e a t e r  th a n  507., h o w e v e r  t h e  p e d i g r e e  f ro m  N i e l s e n  e t  
a l  . , ( 1 9 8 1  ) ( A  3  ra ^  3E > shows t h e  o p p o s i t e .  T h e r e  a r e  7
o b l i g a t e  f e m a l e  c a r r i e r s  < 1 . 8 ,  1 1 . 3 ,  1 1 . 8 , 1 1 . 1 4 ,
1 1 . 1 9 ,  1 1 . 2 4  and 11.25) who h a v e  had m a le  c h i l d r e n ,  t h e y
h a v e  13 l i v i n g  s o n s ,  o n l y  4 ( 4 / 1 3 = 3 2 7 . )  o f  w h i c h  w e r e  
m e n t a l l y  r e t a r d e d .  "Only 8  o f  t h e  13  w e r e  
c y t o g e n e t i c a l l y  t e s t e d ,  t h e  4 w i t h  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  
s h o w in g  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  b u t  i t  was n o t  s ee n  in  a n y  
o f  t h e  f o u r  n o r m a l s .
A sc a n  t h r o u g h  t h e  l i t e r a t u r e  r e v e a l e d  
2 0 3  s o n s  o f  f e r na l e  c a r r i e r s ,  1 05  w e re  m e n t a l l y  r e t a r d e d  
and 98  norm a l  ( b u t  n o t  a l l  o f  t h e s e  w e r e  c l  i n i c a l l y  o r  
c y t o g e n e t i c a l l y  t e s t e d ) ( H o w a r d - P e e b l e s  e t -  a l . ,  1 9 7 9 ;  
S u t h e r l a n d  1 97 9a  and b ;  T u r n e r  e t  a l . ,  1 9 7 5 ;  G u s t a v s o n  
1 9 8 1 ) .  T h e se  f i g u r e s  a r e  c l o s e  t o  507. i n h e r i t a n c e  o f  
men t a  1 r e t a r d a t  i on in  ' f  r a g  i 1 e  (X ) f  am i 1 i e s ' ( v :> = c . 24  
wi t h one degree of f r e e d  orfi==not significant). F u r t h e r -
d e t a i l e d  p e d i g r e e s  a r e  r e q u i r e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  t r u e  
i n h e r i t a n c e  p a t t e r n s  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s yn d ro m e .
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2 .  5 C1 i n  i c a i  _ahnorm a 1„ i  t j_e § i n  __ f r a g i l e  ..(_ X,) _p_a t  i en t  s
2 . 5 . 1  Spee ch
The e a r l i e s t  r e p o r t  o f  a n y  s p e c i f i c  c l i n i c a l  
a bnorma 1 i t  y in f r a g  i 1e ( X  ) p a t  i en t  s was by L 0 h r  ke  ( 1 9 7  4 ) 
who n o t i c e d  s i m i l a r  v e r b a l  d i s a b i l i t i e s  in a f f e c t e d  
m a l e s .  He s u g g e s t e d  t h a t  t h e r e  a r e  p r o b a b l y  one o r  more  
rn a j  o r  X gen e s r  e l  a t  i n g t  o v e r  b a l  f  u n c t  i on i ng .  G i r  a u d e t  
a l . ,  ( 1 9 7 6 )  a l s o  fo u n d  a l t e r e d  s p e e c h  p a t t e r n s  b u t  
d e s c r i b e d  them as  d e l a y e d  s p e e c h  d e v e l o p m e n t .  
H o w a r d - P e e b 1e s  e t  a l . ,  ( 1 9 7 9 )  a g a i n  n o t e d  s p e e c h  d e l a y  
b u t  fo u n d  t h a t  t h i s  was c o r r e c t e d  in  l a t e r  d e v e l o p m e n t .
2 . 5 . 2  L o w e r e d ,  K.GL
H o w a r d - P e e b 1es  e t  a l . ,  ( 1 9 7 9 )  fo u n d  t h a t  t h e  
most d i s t i n c t  a s p e c t  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s yn d ro m e  was 
t h a t  t h e y  h a v e  a " l o w e r  v e r b a l  I . G .  t h a n  p e r f o r m a n c e
I . Q . " ,  i e .  t h e y  c o u l d  p e r f o r m  t a s k s  r e q u i r i n g  a g r e a t e r  
i n t e l l i g e n c e  t h a n  t h a t  m e a s u r e d ,  and o f t e n  show  
p s y c h o s i s  - l i k e  symptoms ( L e j e u n e  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  T u r n e r  
e t  a l . ,  ( 1 9 8 0 )  c o n f i r m e d  t h e  lo w  v e r b a l  I . D .  l e v e l s  o f  
f r a g  i 1 e ( X ) i nd i v i d u a 1 s ,  b u t  fo u n d  t h e  i nd i v i d u a 1 s 
c o n c e r n e d  t o  be good w o r k e r s ,  in  s p e c i a l  s c h o o l s  and  
w o r k s h o p s ,  w i t h  e a s y ,  h a p p y  p e r s o n a  1 i t i e s .
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2 . 5 . 3 .  N o n j s g e c l f j c _ c l 2 0 j c a  g b s e r y a t j g n s
A n u m b e r  o f  o t h e r  m i n o r  c l i n i c a l  a b n o r m a l i t i e s  
h a v e  b e e n  o b s e r v e d ;  h i gh b i r t h  we i g i r t ,  1 a r g e  e a r s  
( o f t e n  m a l f o r m e d  and  s i m p l e ) ,  l o n g  . f a c e s  w i t h  o r  
w i t  h o u t  1 ar-g e f  o r- e h e a d s ,  l a  r  g e h e a d s , p r  o rn i n e n t  c h i n s , 
l o n g  u p p e r  rn i d d i e  i n c i s  o r  s , h i g h  a r  c  h e d p a l  a t  e , b r  a a d 
n o s e ,  h y p e r p l a s i a  o f  t h e  m a x i l l a ,  w i d e  m o u t h ,  f a c i a l  
a s y m m e t r y  e t c .  ( B r o w n e t  a l  . , 1 8 8 1 ;  J a c o b s  e t  a l  . ,  1 88 0 ;
B i r a u d  e t  a l . ,  1 9 7 4 ;  S t e w a r t s  h o s p i t a l  1 9 8 3 ;  M a t t e  i e t  
a l . ,  1 9 8 2 ;  M c D e r m o t t  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  T u r n e r  e t  a l . ,  1 9 7 5 ,  
1 9 7 8  and  1 9 8 0 ) .  M o s t  o f  t h e s e  a r e  n o t  v e r y  c o n s  i s t e n t  
o r  s p e c i f i c  f i n d i n g s  b e i n g  p r e s e n t  i n  a w h o l e  r a n g e  o f  
s y  n d r- o rn e s , a l t  h o u g h s  o rn e c o n s  u 1 1 a n t  s  d o c: 1 a i rri t  o h a v e 
r e c o g n i  s e d  some f r a g  i 1e ( X ) i n d i  v  i d u a 1s  on c l  i n i  c a 1 
f i n d i n g s  a 1 o n e .
2 . 5 . 4  A u t i s m
T h e r  e a r  e t  wo c l i n i c a l  f  i nd  i ng  s  t  h a t  d o a p p e a r  
t o  b e  g o o d ] i n d i c a t i o n s  o f  t h e  f r a g i  l e ( X )  s y n d r o m e .  T h e r e  
h a v e  b e e n  a n u m b e r  o f  r e p o r t s  o f  f r a g i l e ( X )  i n d i v i d u a l s  
b e  i ng  l i n k e d  w i t h  a u t i s t i c  t r a i t s  ( S h a p i r o  e t  a l  . , 
1 9 8 2 ;  S c h o p l e r  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) ,  a n d  many  p a t i e n t s  w i t h  a 
d i a g n o s i s  o f  a u t i s m  h a v e  b e e n  f o u n d  t o . h a v e  f r a g i l e ( X )  
s i t e s .  A u t i s m  i s  a d e v e l o p m e n t a l  d i s a b i l i t y  t h a t  
o r i g i n a t e s  b e f o r e  t h e  a g e  o f  3 0 ,  i n  d e l a y  o r  d e v i a t i o n  
o f  u n d e r  1 y  i ng  d e v e l  op r nen t a  1 p r o c e s s e s  a f  f e e t  i ng t h e  
a b i l i t y  t o  f o r m  s o c i a l  r e l  a t  i on ' sh i p s .  L a n g u a g e  
p e r f o r m a n c e  i s  p o o r  a n d  s t e r e o t y p e d  o r  r e p e t i t i v e  
b e h a v i o u r  o c c u r s .
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2 . 5 . 5  M a c r  o ; - o r e h  j  d j  srn
T he  m a i n  c l i n i c a l  f i n d i n g  i n  f r a g i l e ( X )  
p a t i e n t s  mas f i r s t  r e c o r d e d  b y  E s c a l a n t e  e t  a l  . ,  
( 1 9 7 1 ) .  I t -  i s  o f  e n l  a r g e d  g e n i t a l i a .  T u r n e r  e t  a l . ,  
( 1 9 7 5 )  m e r e  t h e  f i r s t  t o  n o t i c e  t h e  a s s o c i a t i o n  o f
l a r g e  t e s t e s  w i t h  t h e  f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e .  Some
f  r  a g i 1 e ( X ) i n d i v  i d u a 1 s la a v  e 1 o w t  e s  t  o s  t  e r  o n e 1 e v  e 1 s  a n d 
h i g h  l u t e i n  i s i n g  h o r m o n e  l e v e l s  b u t  t  hi e r e  was  n o  m a j o r  
de  f e e t  i n  t  e s  t  o s  t  e r o n e  s y n  t  h e s i s .  E n 1 a r  g e d  t e s  t  es  
( rn a c r-c«~o r  c h i ci i s  rn ) h a s  n o w b e e r) r  e p o r  t  e d b y  rn a n y
w o r k e r s ,  n o n e  o f  whom h a v e  r e p o r t e d  a n y  e n d o c r  i n -
o 1 o g i c a 1 o r  h o r  rn o n a 1 b a s  i s  f o r  t h e m .  ( S u t  h e r  l a n d  e t
a l . ,  1 9 7 9 ;  M a r t i n  e t  a l . ,  1980? Howard- -F ’e eb  1 e s  e t  a l . ,  
1 9 8 3 ) .  T h e  t e s t e s  a r e  e n l a r g e d  f r o m  a v e r y  e a r l y  s t a g e
o f  d e v e  1 oprnen t . The e n l  a r g e r ne n  t  c a n  b e  a s i rnp 1 e
d o u b l  i ng i n  v o l u m e  o r  up  t o  as, much a s  s i x  t i m e s  t h e  
n o r m a l .  J a c o b s  e t  a l . ,  ( 1 9 7 9 )  f o u n d  t h a t  n o t  a l l  
f  r  a g i 1 e ( X ) i n d i v  i d u a 1 s  h a v e e n l  a r  g e d t  e s  t  e s  a n d t  h e r  e 
h a v e  b e e n  a f e w  c a s e s  o f  m e n t a l l y  r e t a r d e d  p a t i e n t s  
w i t h  r n a c r o - o r c h  i d i srn but -  who d o  n o t  s h ow  t h e  f r a g i l e ( X )  
s i t e .  T h e y  f o u n d  no  d i r e c t  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  m a c r o -  
o r c h i d i s m  a nd  t h e  f r a g i l e  s i t e  a n d  s u g g e s t e d  t h a t -  t h e r e  
a r e  t w o  t y p e s  o f  n o n - s p e c i f i c  m e n t a l  r e t a r d a t i o n ,  t h o s e  
w i t h  t e s t e s  o f  n o r m a l  s i z e ,  a n d  t h o s e  w h e r e  t h e y  a r e  
e n l  a r g e d . M a c r o - o r  ch  i d i srn i s  t h e  b e s t  i nd  i c a t  i on  o f  t h e  
f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e  b u t  i s  n o t  c o n c l u s i v e  e v i d e n c e  o f  
t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e .  L i k e  t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n ,  
m a c r o - o r c h i d i s m  o n l y  a p p e a r s  t o  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  
f r a g i l e ( X )  s i t e  and  n o t  a d i r e c t  c o n s e q u e n c e  o f  i t .
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8 . 5 .  6  D i . a g . n o s t  j c _ f  es  t u r  es__used __]_n __sc r  s e n  i_ng _ f  o r  t  he
s y n d r o m e
T h e r e  may be  s e v e r a l  s y n d r o m e s  d u e  t o ,  o r  
a s s o c  i a t e d  wi  t h , t h e  f r a g  i 1e ( X ) s  i t e .  One h o s p i  t a l  
r • e  c o rn rn e n d s t  h a t  t  h e f o l  1 o w i n g , i n  o r  d e r  o f  i rn p o r  t  a n c: e , 
s  It o u 1 d h e  1 o o k e d f  o r  a m o n g t  h e m e n t a l  1 y  r  e  t  a r  cl e  d rn a 1 e 
p o p u  1 a t  i ori  t o  f  i nd  f r a g  i 1 e ( X ) i nd  i v  i d u a l  s  ( S t e w a r  t s  
h o s p i t a l  1 9 8 3 ) ,  A l l  f e a t u r e s  a r e  m o r e  o b v i o u s  i n  a d u l t s  
t h a n  ch  i 1d r e n . T h e  f  i r s t  s  i gn  i s  a p o s  i t  i v e  f am i 1y  
h i s  t o r y  o f  men t a l  h a n d  i c a p  i n f  i r s t  d e g r e e  r  e 1 a t  i v e s , 
p a r  t  i cu  1 a r  1 y  i n  rna 1 e s . M a c r o -  o r c h  i d' i  srn ( g r e a t e r  t h a n  
2 5 m l ) i s  t h e  b e s t  c l  i n i c a l  s i g n ,  f o l l o w e d  b y  a l o n g  
f  a c: e w i t  hi 1 a r • g e e a r  s , p r  o rn i n e n t  j  a w a n d t  h i c k e n i n g o f  
t h e  n a s a 1 b r i d g e ,  a u t i s t i c  f e a t u r e s , a n d  a r e p e t  i t  i v e  
s p e e c h  p a t t e r n  o f t e n  t e r m e d  " l i t a n y "  s p e e c h ,  r e s e m b l i n g  
t h a t  d e s c r i b e d  i n  a u t i s m .
T h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  h a s  b e e n  f o u n d  i n  a 
v a r i e t y  o f  r a c e s  i n c l u d i n g  b l a c k s  a nd  w h i t e s  
( H o w a r  d - P  e e b 1 e s e t  a 1 . , 198 0  ) .  A f  f  e c t  e  d rn a l e s  a r  e n o t  
i n f e r t i 1e a n d  c a n  p a s s  on t h e  f r a g  i 1e ( X ) s  i t e  t o  t h e  i r  
d a u g h t e r s .
2 . 5 . 7  P h y s i c a l  f e a t u r e s _ m _ f e r n a i e  c a r r i e r s
Ferna 1 e c a r r  i e r s  o f  t h e  f  r a g  i 1 e ( X ) s  i t e  c an  b e  
" d u l l "  b u t  a r e  n o t  u s u a l l y  m e n t a l l y  r e t a r d e d  ( T u r n e r  e t  
a l . ,  1 9 7 8 ;  G i r a u d  e t  a l . ,  1 9 7 4 ) .  T h e y  t e n d  t o  b e
s l i g h t l y  o b e s e ,  b u t  w i t h  n o r m a l  h a n d  a n d  h e a d  f e a t u r e s .  
T h e y  c o p e  a d e q u a t e l y  w i t h  j o b s  a nd  r e a r i n g  f a m i l i e s .
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2« 6 B i p o d  c u l t u r e _ r n e t h o d s  t p _ d e m o n s t r a r a g i l e i X  1
 2 ).
2 . 6 . 1  I n t  r  g  d u c  t  j.. g  n
Al  t h o u g h  L u b s  d e r n o n s t r a t e d  t h e  f  r  a g i 1 e £ X ) s  i t e
i n  n o r m a l  b l o o d  c u l t u r e s ,  i t  s o o n  b e c a m e  a p p a r e n t  t h a t
t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  s i t e ,  a nd  a l s o  t h a t  o f  a u t o s o m a l
s i t e s ,  i s  d e p e n d e n t  u p o n  t h e  c u l t u r e  m e d i u m .  S u t h e r l a n d
( 1 9 7 9 a  ) i n h i s  p a p e r  on  " H e r  i t a b  1 e f  r a g  i 1 e s i  t e s  on
nd
human c h r o m o s o m e s "  a t  t h e  182  m e e t i n g  o f  t h e
G e n e t i c a l  S o c i e t y  o p e n e d  up  t h e  s t u d y  o f  f r a g i l e  s i t e s  
a nd  l e d  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  many c u l t u r e  t e c h n i q u e s  
f o r  t h e  d e m o n s t r a t i o n  o f  t h e m .  He was  a l s o  t h e  f i r s t  t o  
u s e  t h e  t r i p l e t  " f r a "  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  P a r i s  
c o n f e r e n c e  s u p p l e m e n t  o f  1 9 7 5 .  I t  i s  now a p p a r e n t  t h a t  
c a p i l l a r y  b l o o d  d o e s  n o t  d e m o n s t r a t e  t h e  f r a g i l e ( X )  
s i t e  a s  much a s  v e n o u s  b l o o d  ( S u t h e r l a n d  1 9 8 2 ) .
2 . 6 . 2  Med!ja„. . .used
S u t h e r l a n d  ( 1 9 7 7 )  f i r s t  t r i e d  c o m p l e t e  m e d i a  
a l r e a d y  u s e d  i n  c u l t u r i n g  b l o o d s .  He f o u n d  t h a t  E a g l e ' s  
m i n i m a l  m e d i u m ,  l a c k i n g  f o l  i c  a c i d ,  was  t h e  b e s t .  He 
l a t e r  t r i e d  Ha r n ' s  F 1 0  m e d i u m ,  b u f f e r e d  w i t h  b i c a r b o n a t e  
( 1 9 7 9 ) .  Webb e t  a l . ,  ( 1 9 8 1 )  t r i e d  RPMI  a n d  S o u d e k  and  
G o r z a y  ( 1 9 8 1 )  t r i e d  D u l b e c c o ' s  m e d i u m .  M o d i f i c a t i o n s  o f  
t h e s e  s t a n d a r d  m e t h o d s  w e r e  t r i e d  b u t  w i t h  n o  a d v a n t a g e -  
o v e r  t h e  s t a n d a r d  c u l t u r e  ( T u r n e r  e t  a l . ,  1 9 7 8 ;  J a c o b s  
e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  M a t t e i  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .
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2 . 6 . 3  Cu 1 . . t y r e _, l_eny t h__and jc .a l_chi .c i n e
H a r v e y  e t  a l . ,  ( 1 9 7 7 )  t r i e d  a l t e r i n g  t h e  
l e n g t h  o f  t h e  c u l t u r e  a nd  a l s o  t h e  t i m e  i n  c o l c h i c i n e .  
T h e y  r e p o r t e d  t h a t  l o w e r i n g  t h e  f o r m e r ,  f r o m  t h r e e  d a y s  
t o  t w o ,  h a l v e d  t h e  p e r c e n t a g e  o f  f r a g i l e ( X )  s i t e s  s e e n ;  
i n c r e a s i n g  i t  t o  f o u r  d a y s  h a d  a d e l e t e r i o u s  e f f e c t  on  
t h e  q u a l i t y  o f  t h e  c u l t u r e .  I n c r e a s i n g  t h e  c o l c h i c i n e  
t i m e  a b o v e  t w o  a nd  a h a l f  h o u r s  d e c r e a s e d  t h e  
p e r c e n t a g e  o f  f r a g i l e ( X )  c e l l s ;  a s h o r t  c o l c h i c i n e  t i m e  
p r o d u c e d  v e r y  f e w  d i v i s i o n s  a n d  wa s  o f  l i t t l e  u s e .
2 . 6 . 4  L o w e r i Q g _ t h e _ f g l ii c _ a c i d _ . l e v e l s
T u r n e r  e t  a l . ,  ( 1 9 7 3 )  c o n c l u d e d  t h a t  t h e
i n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  f r a g i l e  s i t e s  s e e n  b y  u s i n g  
E a g l e ' s  m i n i m a l  m e d i a  ( S u t h e r l a n d  1 9 7 7 )  was  p r o b a b l y  
d u e  t o  t h e  l o w e r e d  a m o u n t s  o f  f o l i c  a c i d .  T h e  m a i n  
s o u r c e  o f  f o l i c  a c i d  i n  b l o o d c u l t u r e s  i s  t h e  a d d e d  
s e r u m .  T h e y  l o w e r e d  t h i s ,  f r o m  207. ,  a nd  o b t a i n e d  
i n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  f r a g i l e  s i t e s ,  w i t h  an o p t i m a l  
l e v e l  o f  57. f o e t a l  c a l f  s e r u m  ( F C S ) .
H o w a r d - P e e b l e s  e t  a l . ,  ( 1 9 7 9 )  f o u n d  t h a t  u s i n g
l o w e r e d  FCS l e v e l s ,  o r  9 6  h o u r  c u l t u r e s ,  when t h e  s e r u m  
l e v e l s  w i l l  be  d e p l e t e d  t o w a r d s  h a r v e s t i n g ,  p r o v i d e d  an 
i n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  f r a g i l e  s i t e s .  H o w a r d - P e e b l e s  
a nd  P r  i o r  ( 1 9 7 9  ) u s e d  rned i a t o t a  1 1 y  1 a c k  i ng  i n FCS f o r  
7 2  h o u r s  w i t h  i n c r e a s e d  f r a g i l e  s i t e  e x p r e s s i o n ,  a f t e r  
9 6  h o u r s  t h e  c e l l s  w e r e  s u f f e r i n g  t h r o u g h  l a c k  o f  
n u t r i e n t s  n o r m a l l y  i n  t h e  s e r u m .
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2 . 6 . 5  b f  f e e t ....o f ....t h e ....gH._o n ...f r a g j .  1.e ...s j . . t e e x g r e s s j  gn
T u r n e r  e t  a l . ,  ( 1 9 7 8 )  c o n c l u d e d  t h a t  a n  a c i d i c  
pH was d e l e t e r i o u s  t o  f r a g i l e ( X )  e x p r e s s  i o n .  T h e y  u s e d  
199  m e d i a  b u f f e r e d  w i t h  H e p es  a t  p M 7 . 6 .  S u t h e r l a n d  
( 1 9 7 9 a )  f o u n d  t h a t  pH o n l y  had  an e f f e c t  i n  some c a s e s ,  
and  e v e n  t h e n  i t  w a s  rn i n i rn a 1 , u s u a l l y  w h e  n t  h e pH was 
g r e a t e r  t h a n  7 . 6 .  I t  a p p e a r s  t h a t  u n d e r  some c o n d i t i o n s  
a s p e c i f i c  pH may b e  r e q u i r e d .  The  pH o f  b l o o d  c u l t u r e s  
i s  - g e n e r a l l y  s l i g h t l y  a l k a l i n e  a n d  d o e s  n o t  n e e d  
c o n t r o l l i n g  o v e r  s h o r t  c u l t u r e  p e r i o d s  (up  t o  t h r e e  
d a y s ) ,  s o d i u m  b i c a r b o n a t e  c a n  b e  a d d e d  t o  l o n g  t e r m  
c u l t u r e s  t o  s t a b i l i s e  t h e  pH.
2 . 6 . 6  E f  f  ec  t . o f  yl_a te. . „ l „nh j .b i _ t o r s
F o l i c  a c i d  f o r m s  p a r t  o f  t h e  t h y m i d i n e  
s y n t h e t a s e  p a t h w a y  ( s e e  t h e  a p p e n d i x  f o r  a d e s c r i p t i o n  
O f  t h e  t hy rn  i d i n e  p a t h w a y ) .  Add i ng  f  o l  a t e  i nh  i b i t o r s  t o  
t h e  c u l t u r e  m e d i a  s h o u l d  h a v e  s i m i l a r  e f f e c t s  t o  
l o w e r i n g  t h e  f o l i c  a c i d  l e v e l s .  T h e  m o s t  f r e q u e n t l y  
u s e d  i n h i b i t o r s  h a v e  b e e n  m e t h o t r e x a t e  ( M T X ) a nd  
5 - f 1u o r o d e o x y u r i d i n e  ( F U d R ) .  T h e s e  c a n  b e  a d d e d  a t  
v a r  i o u s  t i m e s  a n d  c o n c e n t r a t i o n s  t o  t h e  c u l t u r e s .
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2 . 6 . 6 .  1 A d d ! t  j  o r y  o f  m e t h g t r e x a t e
E) u t h  e r  1 a n d ( 1 9 7 9 a ) U s  e d fi  T X i n  H a rn ' s  F 10 rn ed i a 
w i t h o u t  f o l i c  a c i d .  A t  10 u g / l i t r e  h e  o b t a i n e d  p o o r  
g r o w t h ,  b u t  a d d i n g  i t  f o r  o n l y  t h e  l a s t  2 4  h o u r s  o f  t h e  
c u l t u r e  p e r i o d  he  o b t a i n e d  50  s u i t a b l e  m e t a p h a s e s  f o r  
a n a l y s i s .  A s l i g h t  i n c r e a s e  i n  f r a g i l e  s i t e  e x p r e s s i o n  
was e v i d e n t ,  b u t  n o t  a s  g r e a t  a s  f o u n d  i n  l o w  f o l i c  
a c i d  c u l t u r e s .  F o n a t s c h  ( 1 9 8 1 )  u s e d  o n l y  5 u g / r n l  MIX f o r  
t h e  l a s t  2 4  h o u r s  o f  c u l t u r e  and  o b t a i n e d  much b e t t e r -  
e x p r e s s i o n .  Webb e t  a l . ,  ( 1 9 8 1 )  f o u n d  t h a t  some f e m a l e  
o b l i g a t e  c a r r i e r s  w e r e  o n l y  d e m o n s t r a t e d  t o  h a v e  t h e  
f r a g i l e ( X )  s i t e  i n  c u l t u r e s  c o n t a i n i n g  MTX.
2 .  6 .  6 .  2 Add j  t  j. g  n o f .... b r  g m o d e o x y  u r  j  d |. n e
Some r e p o r t s  h a v e  c l a i m e d  t h a t  i n c r e a s e d  
e x p r e s s ;  i on o f  f r a g  i 1 e s i  t e s  c a n  b e  o b t a  i n e d  b y  u s  i ng 
b r o r n o d e o x y u r  i d i ne  ( B U d R ) ,  a t  l e a s t  i n  some c u l t u r e s  o f  
b l o o d  f r o m  f r a g i l e ( X )  i n d i v i d u a l s  ( S c h e r e s j  1 9 8 0 ) .  The  
m a j o r i t y  h o w e v e r ,  i n c l u d i n g  S u t h e r l a n d  ( 1 9 7 9 a ) ,  show 
t h a t  BUdR a l m o s t  c o m p l e t e l y  i n h i b i t s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  
f r a g i l e  s i t e s  a t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  2 5 u g / r n l  . BUdR i s  
e a s i l y  i n c o r p o r a t e d  i n t o  DNA i n  p l a c e  ’" o f  t h y m i n e  b u t  
d o e s  n o t  i n h i b i t  t h e  t h y m i d i n e  s y n t h e t a s e  p a t h w a y .  I t  
w o u l d  n o t ,  t h e r e f o r e  be  e x p e c t e d  t o  i n c r e a s e  t h e  
e x p r e s s i o n  o f  f r a g i l e  s i t e s  i n  t h e  same m a n n e r  a s  MTX 
and  FUd R.
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2 .  6 .  6 .  3 Add j . . t i g n  ...of;_£ J . . y r g d e o x y u r  j_d m e
FlJdR c a n  b e  a d d e d  e i t h e r  a t  t h e  s t a r t  o f
c u l t lir i n g  o r  f □ r■ t h e  l a s t  24  h o u r s  on  1 y , t h e  b e s t
r e s u l t s  b e i n g  o b t a i n e d  f r o m  9 6  hour-  c u l t u r e s ,  t h e  FUdR
b e i n g  a d d e d  a t  t h e  s t a r t .  Tommerup  e t  a l . ,  ( 1 9 8 1 )  w e r e
t h e  f  i r  s  t  t  o  o b t  a i n g o o d r e s  u 1 t  s  u s i n g F 1.1 d R . T h e y u s  e d
a c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 4  uM i n  l y m p h o c y t e  c u l t u r e s ,  o r  
.9
2 . 4 x 1 0  M i n  f i b r o b l a s t  c u l t u r e s .  T h e s e  l e v e l s  a r e  j u s t  
b e l o w  t h o s e  f o u n d  t o  i n h i b i t  DNA s y n t h e s i s  c o m p l e t e l y .
2 . 6 . 7  A I t  e r  in g ._ t hyrn i.d in e_an d  _rne th  io n  in e  „concen t  r  a t  io n  s
i n c u i t u r e s
2 . 6 . 7 . 1  I h y m i d i n e
I n c r e a s i n g  t h e  t h y m i d i n e  c o n c e n t r a t i o n  t o  
a b o u t  4 . l u M ,  l o w e r s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  
s i t e  b y  a b o u t  h a l f ,  and  a t  2 0 l i M n o  f  r a g  i 1 e s i t e s  a r e  
s e e n  ( S u t h e r l a n d  1 9 7 9 a ) .  R e m o v i n g  t h y m i d i n e  t o t a l l y  
f r o m  t h e  c u l t u r e  i n c r e a s e s  e x p r e s s i o n  ( G l o v e r  1 9 8 1 ) .  A 
c o n c e n t r a t i o n  o f  3uM f o l i c  a c i d  h a s  a s i m i l a r  e f f e c t  a s  
t h y m i d i n e  f r e e  m e d i u m ,  t h e  e f f e c t s  o f  e i t h e r  c a n  b e  
r e v e r s e d  b y  0 . 1 - 0 . 3 u M  FUdR a d d e d  a t  v a r i o u s  t i m e s  up t o  
9 h o u r s  p r i o r  t o  h a r v e s t i n g  t h e  c u l t u r e ,  t h e  o p t i m u m  
b e i n g  2 4  h o u r s  p r e v i o u s l y .
V 1 CX> s yn aro m e
Recently,, Sutherland et al, (1985) have tried 
adding an excess of thymidine to cultures of samples 
from fragile(x) patients. They unexpectedly found an 
increase in fragile(x) expression, although not as 
great' as that seen in low folate media cultures. They 
added SOOrngVL BUdR 24 hours prior to harvest and a 
simultaneous addition of SOOrngVL thymidine. This 
concentration of thymidine is that used for blocking 
cell division in cell synchronisation techniques used 
to obtain extended chromosome analyses. They also added 
a range of concentrations of deoxycytidine up to 
60Cmg/L 24 hours prior to harvest. The fragile(x) index 
was highest when the excess thymidine was not washed 
out of the culture before harvesting. They concluded 
that the essential aspect of the method was. the 
addition of the excess thymidine. Addition of BUdR at 
1Omg/L was also fcund to give an Intermediate level of 
fragile(x) expression ('Sutherland et al., 19S5).
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2.6.7.2 Methionine
R e rn o v i n g rn e t  h i o n i n e f  r  o rn t  h e rn e d i a r  e d u c e s 
f r a g i l e  s i t e  e x p r e s s i o n  t o  a l m o s t  z e r o  ( C a r p e n t e r  e t  
a l  . , 1 9 8 2 ) .  I t  s eems  t h a t  a c o n c e n t r a t i o n  o f  m e t h i o n i n e ?  
o f  a t  l e a s t  lOOug p e r  l i t r e  i s  r e q u i r e d  f o r  f r a g i l e  
s i t e  e x p r e s s i o n .  G a r d n e r  e t  a l . ,  ( 1 9 8 2 )  u s e d  lOOug p e r  
1 i t r e  e x t r a  m e t h i o n i n e  i n  f i b r o b l a s t s  and  f o u n d  a t w o  
t o  f o u r  f o l d  i n c r e a s e  i n  e x p r e s s i o n  o f  f r a g i l e  s i t e s .
2 . 6 . 8  M edj.a_.used _,f o r,„dern c)n stra  t_L.Q9.-f r a g i l § . „ s i t e s
C o m b i n a t i o n s  o f  t h e  v a r i o u s  i m p r o v e m e n t s  
l i s t e d  a b o v e  a r e  g e n e r a l l y  u s e d .  A n u m b e r  o f  c r i t e r i a  
seem t o  b e  n e c e s s a r y  f o r  f r a g i l e  s i t e  e x p r e s s i o n .  A 
g o o d  nu t r  i en  t  s u p p 1y  i s  r e q u  i r e d , 1ow i n  f o l i c  a c  i d , o r
w i t h  an  a c t i v e l y  i n h i b i t e d  t h y m i d i n e  s y n t h e t a s e  
p a t h w a y ;  m e t h i o n i n e  i s  r e q u i r e d  a n d  a s u f f i c i e n t  
c u l t u r e  t i m e  t o  a l l o w  g o o d  g r o w t h  o f  t h e  c e l l s ,  a n d  
d e p l e t i o n  o f  a l l  d e l e t e r i o u s  c o m p o n e n t s  i n  t h e  m e d i a .  
A n t i b i o t i c s  m u s t  be  a d d e d  t o  r e d u c e  t h e  c h a n c e s  o f  
i n f e e t  i on  wh i c h  i nh  i b i t  e x p r e s s  i on  a n d  l i m i t  g r o w t h . 
C u l t u r e s  m u s t  b e  s e t  up> f r o m  f r e s h  b l o o d ,  c e l l s  a r e  n o t  
g e n e r a l l y  s t i m u l a t e d  t o  d i v i d e  a f t e r  s t o r a g e  f o r  m o r e  
t h a n  96  h o u r s  a t  4 ° C .  A n u m b e r  o f  s p e c i a l  m e d i a  a r e  now 
cornmerc  i a 1 1 y  p r o d u c e d  f o r  f r a g i l e ( X )  c u l t u r e s .  T h e s e  
a r e  a l l  l o w  i n  f o l i c  a c i d ,  e g .  I s c o v e s  r n e d i t w h a s  
O . O l r n g / L  f o l i c  a c i d  a n d  o n l y  r e q u i r e s  t h e  a d d i t i o n  o f  
L . g l u t a m i n e ,  p e n i c i l l i n ,  s t r e p t o m y c i n  a nd  PHA.
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A r e c e n t :  r e p o r t  c i t e s  t h e  u s e  o f  t h e  d r u g  
d i a zepam ( v a  1 i urn ) ,  wh i c h  p r o d u c e s  rn i t o t  i c a r r e s t , i n 
c u l t u r e s  a l o n g  w i t h  FUdR.  T h i s  o v e r c o m e s  t h e  p o o r  
g r o w t h  f o u n d  i n  FUdR c u l t u r e s .  The  m e d i a  u s e d  was 199 
w i t h  1 6 7 . a d d e d  FCS,  0 . 4 li M FUdR,  d i a z e p a m  a t  6 0 u g / r n l  
w i t h  a c o l  ch  i c i n e  b 1 o c k  o f  on 1 y  2 - 5  rn i n u t e s .  D i f  f e r e r i  t  
t  i s s u e s ,  s k  i n ,  arnn i o t  i c f  1 u i d c u l  t u r e s  and  c h o r  i on  
b i o p s  i e s ,  g a v e  d i f f e r e n t  r e s u 1 t s .  C h o r  i on b i o p s  i e s  
s h o w ed  t h e  f r a g  i 1e ( X ) s i t e  i n  s a m p l e s  t a k e n  a s  e a r l y  a s  
12 w e e k s  o f  g e s t a t i o n ,  o l d e r  s a m p l e s  s h o w e d  i n c r e a s e d  
e x p r e s s  i on  o f  t h e  f r a g  i 1e ( X  ) s i  t e .  Th i s  m e t h o d  a l s o  
a l l o w s  t h e  u s e  o f  i n c r e a s e d  a m o u n t s  o f  FUdR,  w h i c h  
h e l p s  t o  i n c r e a s e  t h e  f r a g i l e  s i t e  e x p r e s s i o n  ( H a r r i e t  
v o n  K os k - O l l  e t  a l  . , 1 9 8 5 ) .  T he  r e p o r t s  o f  i n c r e a s e d
e x p r e s s i o n  i n  c h o r i o n  b i o p s i e s  t a k e n  l a t e r  i n  g e s t a t i o n  
was  n o t  f o u n d  b y  J e n k i n s  e t  a l . ,  ( 1 9 8 4 )  who f o u n d  no 
s i g n i f i c a n t  c h a n g e  w h a t e v e r  t h e  g e s t a t i o n a l  age?.
2 . 6 . 9  A l t e r i n g _ h a £ v e s t j m g _ t e c h n i q u e s
T h e  d i f f e r e n t  m e d i a  t h a t  h a v e  b e e n  u s e d  t o  
d e m o n s t r a t e  f r a g i l e  s i t e s  have;  a l r e a d y  b e e n  d e s c r i b e d .  
The  a p p e a r a n c e  o f  f . r a g i 1e s i t e s  c a n  b e  i m p r o v e d  b y  
ue; i ng d i f  f  e r e n t  h a r v e s t  i ng t e c h n  i q u e s  a n d / o r  s i  i de  
p r e p a r a t i o n  m e t h o d s .  H a r v e y  e t  a l . ,  ( 1 9 7 7 )  f o u n d  t h a t  
t h e  c o n t r a c t e d  p r e p a r a t i o n s ,  d u e  t o  p r o l o n g e d  e x p o s u r e  
t o  c o l c h i c i n e ,  made d e t e c t i o n  o f  f r a g i l e  s i t e s  m o r e  
d i f f i c u l t .  B a r b i  e t  a l . ,  ( 1 9 8 2 )  u s e d  e x t e n d e d  
p r o r n e t a p h a s e s  w i t h  w i d e r  ' g a p s '  w h i c h  a r e  m o r e  o b v i o u s .
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H o w a r d  P e e b l e s  e t  a 1 . ,  ( 1 9 7 9  ) u s e d  a c i  d
w a s h e d ,  a i r  d r i e d  s l i d e s  r a t h e r -  t h a n  f l a m e  d r i e d  s l i d e s  
f  o r  11iei  r  p r e p a r a  t i  o n s .  T h i s  i n c r e a s e d  t h e  q u a 1 i t y  o f  
t h e i r  p r e p a r a t i o n s  a nd  s h a r p e n e d  up  the;  f r a g i l e  s i t e s .  
SI  i d e s  s h o u l d  b e  v i e w e d  u n d e r  s o l  i d  s t a i n  f i r s t  a nd  
t h e n  b a n d e d  t o  d e t e r m i n e  wh i c . h  c h r o m o s o m e  a f r a g i l e  
s i t e  1 i e s  on ( M c D e r m o t t  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  T h i s  i s  b e c a u s e  
i n  b a n d e d  p r e p a r a t i o n s  i t  i s  s o m e t i m e s  d i f f i c u l t  t o  
d i s t  i n gu  i s h  a f r a g  i 1e s i  t e  f r o m  a 1 i g h t  G b a n d .
2» 7 A p p e a r a n c e  _gf „..t h e „ . f  r a g ]_l_e ( X )  s_i_t e _ i s e e _ _ F£ gu r e J E U
2 . 7 . 1  M i . P r  oscx ’j p e  t  e c h n |..gu e s  _„u s e d  _ t  o „ r  e y e a  ]  f  r  a g i l e
s i t e s
L u b s  u s e d  o r c e i n  s t a i n s  a n d  v i e w e d  t h e  s l i d e s  
b y  b o t h  h r  i gh  t f  i e l  d i l l  urn i n a t  i on a n d  p h a s e  c o n t r a s t  
m i c r o s c o p y .  He f o u n d  t h e  l a t t e r  g a v e  much b e t t e r  
q u a l i t y  a nd  m o r e  d i s t i n c t  b r e a k s .  Some s i t e s  c l e a r l y  
i d e n t i f i a b l e  u n d e r  p h a s e  c o n t r a s t  may b e  m i s s e d  i f  
v i e w e d  o n l y  b y  b r i g h t f i e l d  m i c r o s c o p y .  Z a n k l  a nd  E h e r l e
( 1 9 8 2 )  u s e d  a n u m b e r  o f  l i g h t  m i c r o s c o p e  t e c h n i q u e s  t o  
o b s e r v e  c e l l s  o f  a known f r a g i l e ( X )  p a t i e n t .  P h a s e  
c o n t r a s t  g a v e  t h e  b e s t  o v e r a l l  r e s u l t s ,  i n  t e r m s  o f  
e x p r e s s i o n ,  p a r t i c u l a r l y  when u s i n g  o r c e i n  r a t h e r  t h a n  
g i ernsa s t a  i n i n g .  H o w e v e r  o r c e  i n h a s  t h e  d i sad  v an  t  a g e
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t h a t  t h e r e  a r e  n o  h a n d i n g  t e c h n i q u e s  t o  i d e n t i f y  t h e  
X - c h r o m o s o m e . Us i ng  g i ernsa a n d  b r i g h t f i e l d  i 1 1 urn i na t  i on 
r e v e a l e d  t h e  l o w e s t  number -  o f  f r a g i l e  s i t e s .  N o m a r s k  i 
i n t e r f e r e n c e  c o n t r a s t  i n c r e a s e d  t h e  n u m b e r  o f  s i t e s  
s e e n ,  t h e y  a l s o  a p p e a r  m o r e  d i s t i n c t .  T h e  r e f l e c t i o n  
q n i r ,3s j: t o c h n  i q u e  o f  l.„.g i t s  a 1 s o  g a v e  a li i ghi r a t e  o f
e x p r e s s  i o n . The  c h r o m o s o m e s  a p p e a r  d a r k  a g a i n s t  a 1 i g h t  
b a c k g r o u n d ,  w i t h  s h a r p  o u t l i n e s ,  a l l o w i n g  s m a l l  g a p s  o r  
f r e e  c h r o m a t  i n p a r t  i c 1e s  t o  b e  f r e e l y  v i s i b l e .  N o t  a 11 
m i t o s e s  a r e  s u i t a b l e  f o r  t h i s  t e c h n i q u e  b e c a u s e  a l a r g e  
a m o u n t  o f  p r o t o p l a s m  o r  c e l l  d e b r i s  p r o d u c e s  l i g h t e n i n g  
o f  t h e  b a c k g r o u n d .  H a r v e y  e t  a l  . , ( 1 9 7 7 )  u s e d
f l u o r e s c e n c e  b y  a c r i d i n e  o r a n g e  and  f o u n d  t h a t  t h e  
t e l o r n e r i c  b a n d s  on t h e  Xq a r m  w e r e  q u i t e  n o r m a l  e v e n  i n  
c e l  1s w i t h  a f r a g  i 1e ( X ) s i  t e .
D i f ferent techni ques revea1ed f rag i 1e ( X ) si tes 
in different cells, therefore to observe all fragile 
sites a number of techniques should be used on each 
cell examined. -
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2 . 7 . 2  F r a g i l e _ (  X_)_..e x p r e s s i o n
T he  f r a g i  1 e ( X ) s i t e  i s  n o t  s e e n  i n  a l l  
rne t a p h a s e s  o f  an  a f f e c t e d  i nd  i v  i d ua  1 , e v e n  when  v  i e  wed 
w i t h  t h e  h i gh r - e s o l  u t  i on a v a  i 1 ab 1 e i n an e l  e c t r o n  
rn i c r  o s  c a  p e . S p e c i a 1 c u 1 t  u r  e  c a n d i t  i o n s i n c r  e  a s e 1h e 
e x p r e s s i o n .  T h e  o b s e r v e d  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  
d e rn o n s  t  r  a t  i n g t h e  s i t e  i s  a 1 w a y  s  a p p r  o x  i rn a t  e  1 y  t  h e s  a in e 
f o r  a p a r t i c u l a r  i n d i v i d u a l  u n d e r  t h e  same c u l t u r e  
c o n d i  t  i o n e .  The  p e r c e n t a g e  v a r  i e s  b e t w e e n  i nd  i v i  d u a 1s ,  
o f t e n  m a r k e d l y  e v e n  b e t w e e n  b r o t h e r s ,  e g .  b e t w e e n  7 a n d  
607. ( F o n a t s c h  1 9 8 1 ) .
2 . 7 . 3  M m  i.mum_]_eye l _s_Df  _ f C..§.9.L1§-1K1..
J a c o b s  e t  a l . ,  ( 1 9 8 0 )  u s e d  a 4 7  l e v e l  o f
e x p  r  e s s  i on  be f o r  e c 1 a s s  i f  y  i n  g an i n d i v i d u a l  a s  
f r a g i l e ( X ) .  R h o a d s  e t  a l . ,  ( 1 9 8 2 )  c o n s i d e r e d  3 7  t o  b e  a
rnore r e  1 e v a n t  1 o w e r  f i g u r e  p a r t i c u l a r  1 y  i n  ferna 1 e s . 
H e r b s t  e t  a l . ,  ( 1 9 7 9 )  u s e d  a 17 l i m i t  w h i l s t  S t e i n b a c h  
e t  a l . ,  ( 1 9 8 2 )  u s e d  a n y  v a l u e  a s  l o n g  a s  t h e  f r a g i l e ( X )  
o c c u r r e d  w i t h  a f r e q u e n c y  c o m p a r a b l e  t o  t h e  a v e r a g e  
f r e q u e n c y  o f  a u t o s o m a l  f r a g i 1e s i t e s .
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I t  i s  d i f f i c u l t  t o  r e co mm e nd  a m i n i m u m  l e v e l
o f  f r a g i l e ( X )  e x p r e s s i o n  w i t h o u t  a l s o  s p e c i f y i n g  a 
c u l t u r e  m e t h o d ,  37. i n  o n e  m e t h o d  may b e  e q u i v a l e n t  t o  
o n l y  17. i n  a n o t h e r .  Thus S t e i n b a c h '  s crite^u^ -r —
p r o b a b l y  t h e  b e s t  h o w e v e r  t h i s  c a n  o n l y  b e  a u s e f u l  
c r i t e r  i a  i f  a l l  f r a g i l e  s i t e s ,  p o s s e s s e d  b y  an
i n d i v i d u a l ,  a r e  e x p r e s s e d  i n  a s i m i l a r  ma n n e r  a n d
c o n t r o l l e d  b y  s i m i l a r  c o n d i t i o n s .  I f  t h e  e x p r e s s i o n  o f  
a u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e s  i s  u n r e l a t e d  t o  t h e  e x p r e s s i o n  
o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e ,  p a r t i c u l a r l y  i f  t h e i r  
e x p r e s s i o n  i s  c o n s i d e r a b l y  g r e a t e r ,  v e r y  f e w  f r a g i l e ( X )  
i n d i v i d u a l s  w i l l  b e  r e c o r d e d  a s  p o s i t i v e  u s i n g  t h i s  
c r  i t e r  i a .
P h y s  j_c a 1 a p p e a r a n c e ^ g f  _ t h e _ f  r a g i l e _ ( _ X 2 „ § . i t e
T h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  u s u a l l y  o c c u r s  a s  an 
i s o c h r o r n a t i d  g a p  o f  v a r i a b l e  w i d t h ,  g i v i n g  t h e  
a p p e a r a n c e  D f  a s a t e l l i t e d  l o n g  a r m ,  a l t h o u g h  i t  d o e s  
n o t  s t a i n  w i t h  s i l v e r  n i t r a t e .  I t  c a n  a l s o  o c c u r  a s  a 
c h r o m a t i d  g a p ,  an • a c e n t r i c  f r a g m e n t ,  a d e l e t e d  
X - c h r o m o s o m e ,  o r  a t r i r a d i a l  c o n f i g u r a t i o n .  S o m e t i m e s  
m u l t i p l e  s a t e l l i t e s  a p p e a r  on  t h e  same c h r o m o s o m e .  No 
s a t e l  1 i t e : f r a g i 1e ( X ) a s s o c i a t i o n s  o c c u r .  T e l o m e r i c
b a n d s  Dn t h e  X - c h r o m o s o m e  a r e  n o r m a l  i n  c e l l s  w i t h  a 
f r a g i l e ( X )  s i t e  ( s e e  f i g u r e  3 ) ( H a r v e y  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .
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2 . 7 . 5  AjD9 e a r a n c g _ u n d e r ; „ . t h e _ e l e c t £ ; g n „ . x o i c j ^ g s c o g g
E 1 e c  t r o n  rn i c r o g r a p h s  p r o d u c e d  b y  s c a n n  i ng
e l e c t r o n  rn i e r a s e  opes;  shorn t h a t  t h e  s a t e l l i t e d  s e g m e n t  
o f  t h e  f r a g i l e ( X )  i s  u s u a l l y  c o n n e c t e d  t o  t h e  b o d y  o f  
t h e  X - c h r o m o s o m e  b y  a s i n g l e  s t r a n d  o f  c h r o m a t i n  w h i c h  
a p p e a r s  t o  be  s i m i l a r  t o  a 30nrn f i b r e  o f  DNA d o u b l e  
h e l  ix  ( H a r r i s o n  e t  a l . ,  1 9 8 3 a ) .  The? s a t e l l  i t e  i s  
s p h e r i c a l ,  o f  s l i g h t l y  l e s s  d i a m e t e r  t h a n  t h e  w i d t h  o f  
t  h e c h r  o rn a t  i d t  o w it i c h i t  i s  a 11 a c h e d . P r  o t  e? I n s  a t  
t e l o m e r e s  f o l d  i n w a r d s  i n  o r d e r  t o  h i d e  a l l  s u r f a c e  
c h a r g e s  p r o d u c i n g  a r o u n d e d  a p p e a r a n c e  s l i g h t l y  t h i n n e r  
t h a n  t h e  r e s t  o f  t h e  c h r o m o s o m e .  I t  i s  p r o b a b l e  t h a t  
t h i s  a l s o  h a p p e n s  a t  f r a g i l e  s i t e s ;  ( H a r r i s o n  e t  a l . ,  
1 9 8 3 b ) .  S a t e l l i t e s  on t h e  a c r o c e n t r i c  c h r o m o s o m e s  a r e  
a l s o  r o u n d e d  but -  a r e  l o n g e r  t h a n  t h o s e  on  t h e
f r a g  i 1e ( X ) .
2 . 7 . 6  Fernal_e_age__ef  f e e t . , „ o n „ t h e _ f r a g i l e  (X,L.„§..i .te
F e m a l e s  o v e r  3 0  y e a r s  o f  a g e  h a v e  b e e n
r e p o r t e d  a s  s h o w i n g  a l e s s e n i n g  i n  e x p r e s s i o n  o f  t h e  
f r a g i l e ( X ) ,  o f t e n  b e c o m i n g  z e r o  i n  women o v e r  3 5  
( S u t h e r l a n d  1 9 7 9 c ;  T u r n e r  e t  a l . ,  1 9 8 0 a )  H o w e v e r  t h i s
a g e  e f f e c t  i s  n o t  a 1w a y s  s e e n  e g .  S u t h e r 1 and  r e p o r t s  
t h e  f i n d i n g  o f  a woman o f  74  w i t h  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e
( J a c k y  1 9 8 0 ) .  M a l e s  w i t h  t h e  f r a g i l e ( X )  do  n o t  s h ow  a n y  
a g e  e f f e c t  a nd  a r e  n e a r l y  a l w a y s  r e t a r d e d ,  t h e r e  b e i n g
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n o  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  d e g r e e  o f  r e t a r d a t i o n  ar id 
p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  s h o w i n g  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e .  T h e r e  
i s  l e s s  v a r i a t i o n  i n  e x p r e s s i o n  b e t w e e n  f e m a l e s  t h a n  
b e t w e e n  m a l e s  a n d  t h e  e x p r e s s i o n  i n  f e m a l e s  i s
g e n e r  a l  1 y  1 o w e r ,  P- 387 .  i n  f e m a l e s  a n d  2 4 - 7  OX i n  m a l e s
( T u r n e r  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .
H o w a r d - F e e b 1e s  e t  a l . ,  ( 1 9 8 0 )  s u g g e s t  t h a t  
t h e r e  may b e  t w o  t y p e s  o f  f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e s ,  t h o s e
w h e r e  t h e  f e m a l e  c a r r i e r s  a r e  n o t  m e n t a l l y  r e t a r d e d  ar id
t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  d e c r e a s e s  w i t h  a g e ;  a n d  t h o s e  w h e r e  
t h e  f e m a l e s  s h o w  some m e n t a l  r e t a r d a t i o n  b u t  n o  a g e  
l i n k e d  e f f e c t .  T h i s  t h e o r y  i s  u n f o u n d e d  a n d  s e em s  
u n l i k e l y  f r o m  t h e  r e s t  o f  t h e  e v i d e n c e .
Some f e m a l e s  who d e m o n s t r a t e  t h e  f r a g i l e ( X )  
s i t e  h a v e  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  ' d u l l ' ,  a l t h o u g h  f e w  
c a n  b e  c l a s s e d  a s  m e n t a l l y  r e t a r d e d  ( J a c o b s  e t  a l . ,  
1 9 8 0 ;  T u r n e r -  1 9 S 0 b ;  W i l s o n  a nd  M a r c h e s e  1 9 8 4 ) .  T h e r e  i s  
n o  p r o o f  t h a t  t h e  m e n t a l  s u b  - - norma 1 i t y  i n  t h e s e  
i n d i v i d u a l s  i s  c o r r e l a t e d , ;  with, .the -express: on- of t h e  
f r a g i l e ( X )  s i t e  a l t h o u g h  J a c o b s  e t  a l . ,  ( 1 9 8 0 7  c l a i m e d ,  
f r o m  t h e i r  d a t a ,  t h a t  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  
s i t e  i n  f e m a l e s  i s  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e i r  m e n t a l  s t a t u s ,  
i e .  t h e  h i g h e r  t h e  e x p r e s s i o n  t h e  m o r e  l i k e l y  t h a t  t h e y  
w i l l  b e  a f f e c t e d ,  t h e y  a l s o  s u g g e s t  t h a t  t h e  
e x p r e s s  i on^o i s  i n v e r s e l y  c a r r e l  a t e d  w i t h  t h e  a g e t h e - 
woman.  T h e s e  i d e a s  h a v e  n o t  b e e n  w i d e l y  a c c e p t e d ,  m o s t  
w o r k e r s  f a i l i n g  t o  f i n d  a n y  c o r r e l a t i o n  ' b e t w e e n  
f r  ag i 1e ( X ) e x p r e s s i  on  a n d  i n t e l 1 i g e n c e  i n c a r r  i e r  
fern a 1 e s .
F r a g i l e C x > s yndrom e
The whole idea that fragileCx) expression in 
female carriers declines with age may not be correct. 
The apparent age effect may simply be a reflection of 
the real effect of intelligence on fragile(x) 
expression. Turner and Jacobs (1983) found that among 
mentally impaired females no evidence was found for an 
age- effect on fragileCx) expression. Differences in 
ascertainment of mentally normal and impaired 
fragile (x> females could also produce what appears to 
be an age effect of fragileCx) expression. Mentally 
normal carriers are rarely ascertained until they have 
reproduced and had at least one affected child, these 
normal 'women tend not to express the fragile (x) site. 
Mentally impaired females tend to be ascertained at a 
younger age because they are retarded, these 'women tend 
to express the fragileCx) site.
In some papers reporting an age effect other 
significant factors may have been overlooked. A slight 
decline in fragile(x) expression with increasing age in 
females was reported by Chudley et al. Cl983), however 
age accounted for only 5% of the variability seen. The 
relationship between fragileCx) expression and I.Q. 
appeared much stronger.
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2 . 7 . 7  F r a g j .  l.e C X i _ e > : : p r e s s lp n _ i p _ f  i b r g b l a s t s
T h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  h a s  p r o v e d  v e r y  d i f f i c u l t  
t o  d e m o n s t r a t e  i n  t i s s u e s  o t h e r  t h a n  b l o o d .  T h e  
t h y m i d i n e  s y n t h e t a s e  i n h i b i t o r s  a d d e d  t o  b l o o d  c u l t u r e s  
a r e  t o x i c  t o  c e l l s  f r o m  o t h e r  t i s s u e s  a t  t h e  
c o n c e n t r a t i o n s  r e q u i r e d  f o r  f r a g i l e ( X )  e x p r e s s i o n  
( L e j e u n e  1 9 8 0 ;  L e j e u n e  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  J a c k y  a nd  D i l l  
( 1 9 8 0 )  w e r e  t h e  f i r s t  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  f r a g i l e ( X )  
s i t e  i n  f i b r o b l a s t  c u l t u r e s .  T h e y  u s e d  f o l i c  a c i d  
d e f i c i e n t  m e d i a ,  l o w  i n  f o e t a l  c a l f  s e r u m  i n  e i t h e r  
T C 1 9 9  or- E a g l e ' s  MEM m e d i a .  T h e  pH o f  t h e  c u l t u r e ,  a t  
7 . 6 ,  w a s  i m p o r t a n t ,  b u f f e r e d  b y  H e p e s  o r  s o d i u m  
b i c a r b o n a t e .  S o d i u m  c i t r a t e  h y p o t o n i c ,  r a t h e r  t h a n  
p o t a s s i u m  c h l o r i d e ,  h ad  t o  b e  u s e d  a l o n g  w i t h  g e n t l e  
t e c h n i q u e s  t o  o b t a i n  l o n g  c h r o m o s o m e s .
A n u m b e r  o f  w o r k e r s  h a v e  c o n f i r m e d  t h a t  l o n g  
c h r o m o s o m e s  a r e  r e q u i r e d  t o  o b s e r v e  t h e  f r a y i l e ( X )  s i t e  
i n  f i b r o b l a s t  c u l t u r e s .  B u h l e r  e t  a l . ,  ( 1 9 7 0 )  f o u n d  
t h a t  s o d i u m  c i t r a t e  h y p o t o n i c  p r o d u c e d  t h e  h i g h e s t  
e x p r e s s  i o n . F o n a t s c h  (1981 ) • <-~ed p o t a s s  i urn c h i  o r  i de
h y p o t o n i c  b u t  p r o d u c e d  l o n g  c h r o m o s o m e s  b y  h a r v e s t i n g  
c u l t u r e s  d i r e c t ,  r a t h e r  t h a n  s u b - c u l t u r i n g ,  and  b y  
u s i n g  a w e a k  s o l u t i o n  o f  MTX. M a t t e i  e t  a l . ,  ( 1 9 8 1 )  
o b t a i n e d  l o n g  c h r o m o s o m e s  a n d  g o o d  f r a g i l e ( X )  
e x p r e s s i o n  b y  h a r v e s t i n g  w i t h o u t  u s i n g  c o l c e m i d ,  w h i c h  
n o r m a l l y  c a u s e s  c h r o m o s o m e  s h o r t e n i n g .
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M c D e r m o t t  e t  a l . ,  ( 1 9 8 3 )  f o u n d  t h a t  some  
f i b r o b l a s t  c u l t u r e s  d e m o n s t r a t e  t h e  f r a g i l e ( X )  e v e n  
when  i t  i s  n o t  s e e n  i n  t h e  b l o o d  c u l t u r e s .
D i f f e r e n t  m e d i a  h a v e  b e e n  u s e d  b u t  w i t h  n o  
s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  b e i n g  o b s e r v e d .  F o n a t s c h  ( 1 9 8 1 )  
u s e d  H a m ' s  F 1 0  a n d  D u l b e c c o ' s  m e d i a .  B r y a n t  e t  a l . ,
( 1 9 8 3 )  c o u l d  o n l y  g e t  e x p r e s s i o n  b y  u s i n g  a 2 4  h o u r  
g r o w t h  i n  Wa y m o u t h  m e d i a  p r i o r  t o  c u l t u r i n g .
Ami  n o p t e r i n  a n d  L —M e t h i o n i n e  h a v e  b e e n  a d d e d  
w i t h  i n c r e a s e d  e x p  r  e s s  i o n  i n  f  i b r  o b 1 a s  t  c  u 1 1 u r  e s  
( B u t h e r  1 and  1 9 8 2 ) .  BlJdR i n c r e a s e d  t h e  e x p r e s s i o n  i n  
f i b r o b l a s t s  when s e r u m  a n d  t h y m i d i n e  l e v e l s  w e r e  n o r m a l  
(Jac. k y  a nd  D i l l  1 9 8 0 ) .  T h e  m a j o r i t y  o f  w o r k e r s  who h a v e  
d e m o n s t r a t e d  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  i n  f i b r o b l a s t s ,  r e p o r t  
h i g h e r  e x p r e s s i o n  o f  t h e  s i t e  i n  f i b r o b l a s t s  t h a n  i n  
b l o o d  c u l t u r e s  o f  t h e  same p a t i e n t ,  u p  t o  717. i n  some 
c a s e s  ( J a c k y  a n d  D i l l  1 9 8 0 ) .
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2 . 7 . 8  F r a g  j  1 e_( X ) e x g r e s s  i g n _ l o _ a r n n  j _gt  i c _ f  l y j  d c s  1 1 s
J e n k i n s  e t  a l . ,  (1981. )  w e r e  t h e  f i r s t  g r o u p  t o  
d e m o n s t r a t e  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  i n  c u l t u r e d  arnr« i o t  i c 
f  1 u i d c e l  1 s  u s  i ng RPMI 1.640 rned i a w i t h  157. f  o e t a  1 c a  1 f  
s t ? r lim a ( id 0 .  4uM FUdR 24  h o u r s  p r  i o r  t o  h a r v e s t  i n g .  T h e y  
h a d  a l r e a d y  d e t e c t e d  . some f o e t u s e s  b y  u s i n g
111 i s  oi e t  i i od  b e f  o r  e p u b 1 i s  11 i n g t  h e i r  p a p  e r . M a n y  o t  h e r  
w o r k e r s  s o o n  c o n f i r m e d  t h a t  i t  was  p o s s i b l e  t o  
d e m o n s t r a t e  t h e  f  r a g  i 1 e ( X ) s i t e  i n  arnn i o t  i c f l u i d  
c u l t u r s s .
2 . 7 . 9  F r a g i l e ^ X . )  e x p r e s s  i o n ,  i n  f o e t a l  b i p o d ,  _ c e h E
F o e t a l  b l o o d  was  f i r s t  u s e d  f o r  p r e n a t a l  
d i a g n o s i s  i n  1 9 8 1 .  Webb e t  a l . ,  ( 1 9 8 2 )  c a r r i e d  o u t  a 
s u c c e s s f u l  p r e n a t a l  d i a g n o s i s  o f .  t h e  f r a g i l e ( X )  u s i n g  
f o e t a l  1y m p h o c y  t e s  oh t a  i n e d  b y  f  e t o s c a p y . T h e y  f  o u n d  
t h a t  f o e t a l  b 1 o o d c: e 11s  t  e n d t  o  s  h o w g r  e a t  e r  e x  p r  e s s i o n 
o f  t h e  s i t e  t h a n  c e l l s  i n  t h e  arnn i o t i c  f l u i d .  Webb e t  
a l . ,  < 1 9 8 3 )  u s e d  n i n e  v a r i a t i o n s  o f  t h e  n o r m a l  b l o o d
c u l t u r e  t e c h n i q u e s  on f o e t a l  b l o o d  s a m p l e s  a n d  n o r m a l  
b 1 ood  5 a nip 1 e s . T h e y  u s e d  T 0 1 9 9 ,  RPMI  1 6 4 0 ,  and  F 10 
m e d i a  l o w  i n  f o e t a l  c a l f  s e r u m  some w i t h  c o n t r o l l e d  pH,  
o t  h e r  s  w i t  h F LI d R o r  m e t  h o t  r  e x  a t e ,  a l l  g r  o w n for -  7 2 
h i o u r s . A l l  t h e  m e t h o d s  w e r e  s u c c e s s f  u 1 i n d e r n o n s t r a t  i ng 
t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  i n  b o t h  t y p e s  o f  b l o o d .  S i m i l a r  
r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  f o r  t h e  f o e t a l  b l o o d  a n d  n o r m a l  
b 1 ood  cli 1 t u r - e s  f o r  e a c h  i nd  i v  i d u a l  a 1 t h o u g h  t h e  
e x p r e s s i o n  v a r i e d  b e t w e e n  i n d i v i d u a l s  a n d  m e t h o d s .
F r a g i 1e ( X ) s y n d r o m e
2 .  8  P r e n a t a 1.. d j . a g n o s g  s
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Prenatal diagnosis requires an accurate and 
c^ic.cl? technique with clear results. The usual source
■< ■» c .or prenatal diagnosis is amnictic fluid but 
this is not a reliable techni que ~ f  or the ' fragile <x> 
site. Foetal blood sampling is the most reliable
ft.
technique and . is being used in King's hospital London. 
Chorion biopsies will also be available in the future. 
Sampling of foetal skin can'also be undertaken but this 
is not often performed.
2 , 8 .  1 Q o u n b e l I i n g _ f  r a g i l & i X  V_carciE?C;§
H a r v e y  e t  a l . ,  ( 1 9 7 7 )  s h o w e d  t h a t  t h e  r i s k  t o  
a c a r r  i e r  f  erna 1 e o f  h a v  i ng a c h  i 1 d w i t h  t h e  f  r a g  i 1 e ( X ) 
s i t e  i s  g r e a t e r  t h a n  SO'/, anc! af fee t e d ;  m a l e s  i n  s u c h  
f a m  i 1 i e s  t e n d  t o  h a v e  "a  l o w e r  v e r b a l  I Q  t h a n  
p e r  f  o r m a  n c e 1 0 " ,  b o t h  p o i n t s  wh i c:h m u s t  b e  b o r n  i n rn i rid 
when c o u n s e l  1 i ng  f r a g  i 1e ( X ) c a r r  i o r s .
P r e v e n t i o n  o f  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  c a n  b e  
e n v i s a g e d  a t  s e v e r a l  l e v e l s ;  b y  p r e v e n t i n g  c o n c e p t i o n ;  
p r e v e n t i n g  t h e  d e v e l o p m e n t -  o f  t h e  c o n d i t i o n  i n  t h e
f o e t u s ;  p r e v e n t i n g  t h e  r e t a r d a t i o n  b e c o m i n g  m a n i f e s t  o r  
b y  p r e v e n t i n g  t h e  b i r t h  o f  t h e  f o e t u s .  M o s t  p a r e n t s
when  a d v i s e d  t h a t  t h e y  h a v e  a h i g h  r i s k  o f  h a v i n g  a
m e n t a l l y  r e t a r d e d  c h i l d  c h o o s e  t o  a b o r t  t h e  p r e g n a n c y .
I f  a r e l  i a b l e  m e t h o d  f o r  p r e n a t a l  d e t e c t i o n  o f  t h e  
f r a g i l e ( X )  s i t e  c o u l d  b e  d e v e l o p e d  o n e  s o u r c e  o f  m e n t a l  
r e t a r d a t i o n  c o u l d  be  g r e a t l y  d e c r e a s e d  i n  t h e
p o p u l a t i o n  ( C r a w f u r d  1 9 8 2 ) .
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An ' a p p a r e n t l y  n o r m a l  c h i l d ,  w i t h  n o  s i g n  o f  
t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  i n  h e r  b l o n d ,  h a s  b e e n  b o r n  t o  a 
f  r a g  i 1 e ( X ) c a r r  i o r  h o w e v e r  t h e  arnn i a t  i c f  1 u i d c e  1 1 s 
c l e a r l y  d e m o n s t r a t e d  the- f r a g i l e ( X )  s i t e  ( W i l s o n  a nd  
M a r c h e s s  1 9 8 4 ) .  E a g l e ' s  m e d i a  was  u s e d  f o r  c u l t u r i n g  
t h e  c e l  15 ,  s i i b - c u l t u r  i ng  i n t o  T C I 9 9  l o w  i n  f o e t a l  c a l f  
s e r u m ,  b u f f e r e d  w i t h  H o p e s  a t  p M 7 . 6 .  M e t h o t r e x a t o  was 
a d d e d  f o r  t h e  l a s t  84  h o u r s ,  a nd  s o d i u m  c: i t r a t e  was  t h e  
h y p o t o n i c .  T h e y  o b t a i n e d  4 . 9 %  e x p r e s s i o n  o f  t h e  
f r a g  i 1 e ( X ) .  T h e y  c o n f  i r rned " t h e  i r  f  i nd i n g s  b y  t a k  i ng  
c o r d  b l o o d  s a m p l e s  w h i c h  s h o w ed  b e t w e e n  8 and  18% 
e x. pi r  e s s  i o n . T h i s  r  e p o r  t  s  h ows  t h e  n e e d  f o r -  g r e a t  
c a u t i o n  t o  b e  t a k e n  when a t t e m p t i n g  p r e n a t a l  d i a g n o s i s  
ar id c o u n s e l l i n g  f o r  f r a g i l e ( X )  i n d i v i d u a l s ,  a nd  n o t  t o  
a b o r t  u n n e c e s s a r i 1y .
I t  m u s t  e 1 s o  b e  b o r n e  i n  m i n d  t h a t  many  women
a r e  g i v e n  f o l i c  a c i d  d u r i n g  p r e g n a n c y .  T h i s  t r e a t m e n t
i s  known  t o  i n h i b i t  f r a g i l e ( X )  e x p r e s s i o n  i n  t h e  f o e t u s
( B r o w n  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .
S t u d  i e s  a r e  now n e e d e d ,  on  arnn i o t  i c f l u i d
sarnp 1 e s , f e t o s c o p y  a nd  c h o r  i o n i c  v i l l i  s a r n p i e s  i n an 
e f f o r t  t o  f i n d  a r e l  i a b l e  t e c h n i q u e  f o r  t h e  p r e n a t a l  
d i a g n o s  i s o f  t h e  f r a g  i 1e ( X ) s y n d r o m e .
F r  ag i 1 e ( X ) s y n d r o m e F’ a q e r> /"i
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8 . 9 . 1  I n t r o d u c t i o n
Once  i t  b ec ame  k nown  t h a t  f r a g  i 1e ( X )
e x p r e s s i o n  c o u l d  b e  i n c r e a s e d  " i n  v i t r o '  b y  a d d i n g  
v a r i o u s  c o m p o n e n t s  t o  t h e  c u l t u r e  m e d i a  w o r k e r s  s t a r t e d  
t  r  y  i n g t  o f  i n d a c u r  e f  o r  t  h e rn e n t  a 1 r  e  t  a r  d a t  i o n .  Th e 
e x p r e s s i o n  o f  t h e  f r a g i l e  s i t e  c a n  b e  d e c r e a s e d  ' i n  
v i t r o ' b y  a d d i n g  thyrn i n e , f o l i c  ac  i d ,
5- rne t  h y 1 t  e t  r  a h y d  r  o f  o 1 a t  e , c e r  t a i n  a rn i n o a c i d s  o r  
p r e c u r s o r s  o f  m o n o c a r b o n s  ( L e j e u n e  1 9 8 0 ,  1 9 8 1 ) .
8 . 9 . 8  T r e a  t m e n t s _ u s e d
The  f i r s t  s u c c e s s f u l  ' i n  v i v o '  t r e a t m e n t s  w e r e  
p e r f o r m e d  b y  L e j e u n e  e t  a l . ,  ( 1 9 8 1 ) .  T h e y  u s e d  f o l i c  
ac  i d ,  5 ~ f o r m y1 - 1 e t r  a b y d r o f  o 1 a t e  a n d  d o n o r s  o f  
rn o n o c a r  b o n s  s  u c h a s  d i rn e t  h y  1 -  a rn i n o e t  h a n o 1 ( a l l
n o r i - t o  x i c ) i n t  h e i r  t  r  e a t  rn e n t  s  a n d f  o u n d d r  a rn a t  i c 
r - educ  t  i o n s  i n f r a g  i 1 e ( X ) 1 e v e !  s  i n 61 o o d  c u  1 t u r e s  f r o m  
t r e a t e d  i n d i v i d u a l s - .  T h e y  t r e a t e d  16 p a t i e n t s  w h o s e  
c l  i n i c a  1 syrnp t o n s , a f  c e r  t-1 -ea t n i en t , sncjured rnar ked  
i m p r o v e m e n t .  T h e  p s y c h o s  i s - 1  i k e  syrnp) t o n s ,  o f t e n  f o u n d
F r a g  i 1e ( X ) s y n d ro m e P a g e  9
111 f  r a y i 1 e £ X ) i n d i v  i b u a 1 s , a re- g r ex. t 1 y  r  ed  u c ed  a f t e r  a 
f e w  w e e k s . E i g h t  o f  t h e  p a t i e n t s  h a d  s e v e r e  b e h a v i o u r a l  
P r o t i l  e-ine■ a n d  p s y  t h t ■ t  i c c: omp 1 i c a t  i on  s  o f  m e n t a l  
r e t a r  d a t  i on p r o d u c  i ng  a u t  i s t  i c c h a r a c t e r  i s t  i c s .  S e v e n  
of-  t h e r e  e i g h t  w e r e  much  i m p r o v e d  a f t e r  f o l i c  a c i d  a n d  
5 -  f o r  rnyl  - t e t r a h y d r o f  o l  a t e  t r e a t m e n t s ,  a t  i n t r a - m u s c u l a r  
d o s  e •: o f  0 .  5  m g /  K g b o d y  w e i g h t  d a i 1 y . T h r  e c • w e r • e  c l  o  s. e
t o  t o t a l  r e c o v e r y  when  a s e c o n d  paper -  wap p u b l i s h e d  
( L e j e u n e  1 9 8 1 ) .  L o n g  t e r m  s t u d i e s  o f  t h e s e  p a t i e n t s  a r e  
n e e d e d  t o  a s c e r t a i n  w h e t h e r -  t h  i s  i s  a p e r m a n e n t  
i m p r o v e m e n t ,  w h e t h e r  t h e i r  a r e  a n y  s i d e  e f f e c t s ,  a n d  
w h e t h e r  t h e  t r e a t m e n t s  w i l l  b e  r e q u i r e d  i n d e f i n i t e l y .  
L e j e u n e  ( 1 9 8 2 )  f u r t h e r  s u g g e s t e d  t h a t  i t  may be  
p o s s i b l e  t o  p r o t e c  t  a f f e c t e d  f o e t u s e s  b y  g i v i n g  
f r a g  i 1e ( X ) c a r r  i e r  f e m a 1e s  f o l  i c a c i d  o r
b- f o r  rnyl  *■ t e t r a h y d r o f  o l  a t e  d u r i n g  p r e g n a n c y .
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2 .  10 .  1 I n  t r  o d u c t  j „q n
L u b s ,  on d i sc o v e r i  ng  t h e  f r  ag  i 1e ( X  ) s i t e ,  
p r o p o s e d  t h r e e  p o s s  i b 1e e x p  1 a n a t  i o n s  f o r  i i s  
a ss o t .  i a t  i on w i t h  m e n t a l  r e t a r d a  t  i o n . T h e s e  w e r e —
T hi e rn e n t  a 1 r  e  t  a r  d a t  i o n i s  c  a u s  e d b y : -
1 )  A r e c e s s i v e  a l l e l e  a t ,  o r  c l o s e l y  l i n k e d  
t o ,  t h e  s e c o n d a r y  c o n s t r i c t i o n .
2 )  A d i r e c t  e f f e c t  o f  t h e  s e c o n d a r y  
c o n s t r i c t i o n  i t s e l f ,  o r
3 )  A v a r i a b l e  d e l e t i o n  a t  t h e  s i t e  o f  t h e  
s e c  on d a r  y  c o n  s t  r  i c  t  i o n .
B i n  c: e t  h e f i r s t  ah  5  e r  v  a t  i o n  b y  L li b s rn a n y  
h y  p o t  h e s  e s  f o r  t  h e  rn e c h a n  i s  rn s  i n v  o 1 v  e d i n  t  h e 
f r a g  i 1 e (X ) s  i t e ,  ar id i t s  a s s o c  i a t e d  m e n t a l  r e t a r d a t  i o n , 
h a v e  b e e n  s u g g e s t e d .  T h e y  h a v e  a r i s e n  f r o m  o b s e r v a t i o n s  
f  r  • o rn t  h e f o l i o  w i n g f  o u r  c y  t  o g e n e t  i c a r  e a s : -
A )  O b s e r v a t i o n s  on  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  
f r a g i l e  s i t e .
B ) C J b s e r v a t  i o n s  on t h e  g e n e t  i c a c t  i v  i t y  o f  
f r a g  i 1e ( X ) c e l  1 s .
C)  O b s e r v a t i o n s  o f  t h e  c h a n g e  i n  e x p r e s s i o n ,  
o f  t h e  f r a g  i l e ( X )  s i t e ,  i n  d i  f f e r e n t  c u l t u r e  
rned i a .
D)  O b s e r v a t i o n s  a f t e r  s i l v e r  (Ag NO 2 J 
s t a i n i n g .
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The F i r s t  F r a g i l e  s i t e s  s e e n  w e r e  on
a li t o s o m a l  c h r o m o s o m e s .  L e j e u n e  ( 1 9 6 8 )  o b s e r v e d  a s  i t e  
o n c: t i r o  rn o s  o rn e 2 wh i c h , o c: c: a s  i o n a l l y ,  a p p e a r  e d a s  a 
t r i - r a d i a l  o r  d o u b l e  s a t e l l i t e s .  He e x p l a i n e d  t h e s e  
o b s e r v a t i o n s  b y  e n d o r e d u p l  i c a t i o n ,  b y  m i t o t i c :  
r n a l s e g r e g a t  i o n -  O t h e r  w o r k e r s  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  
d o u b l e  s a t e l l i t e s  a r e  d u e  t o  c h r o m a t  i d  b r e a k s  w i t h  
n o n - d i s j u n c t i o n  oF t h e  d i s t a l  F r a g m e n t  ( F e r g u s o n - - S r n i t h  
1 9 7 3 ;  F o r d  e t  a l  . , 1 9 7 3 ) .  N o e l  e t  a l  . , ( 1 9 7 3 )  s t u d i e d
t h e  F r a g i l e  s i t e  on  c h r o m o s o m e  2  u s i n g  GUdR
i n c o r p o r a t i o n  i n  o n e  c h r o m a t i d ,  t h e y  s h o w e d  t h a t
rn i t o t  i c rna 1 s e g r e g a  t  i on  p r o b a b  1 y d o e s  p 1 a y  a r o l  e i n t h e  
p r  o cl li c: t  i ori  o F F r a g  i 1 e s i t  e  s .
S u t h e r l a n d  ( 1 9 7 9 a )  F u r t h e r  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  
g a p s  a p p e a r  d u e  t o  d e s p i r a 1 i s a t i o n  oF t h e  DNA.  T he  
l e n g t h  oF t h e  m a i n  p a r t  oF t h e  chromosome? p l u s  t h e  
" s a t e l l i t e 7 ( i e .  t h e  t o t a l  l e n g t h ,  m i n u s  t h e  " g a p " )  i s  
t h e  same a s  t h a t  oF t h e  n o r m a l  c h r o m o s o m e ,  t h e  " g a p " 
i s  an  a r e a  oF e x t e n s i o n  b y  d e s p i r a 1 i s a t i o n , a n d  d o e s  
n o t  i n d i c a t e  l o s s ,  o r  g a i n ,  oF m a t e r i a l  ( G i r a u c !  e t  a l  . , 
1 9 7 6 ) .  G i r a u d  e t  a l . ,  ( 1 9 7 6 )  c o m p a r e d  b r e a k  p o i n t s  oF
F r a g i l e  s i t e s  t o  t h o s e  oF s p o n t a n e o u s  b r e a k s  " i n
v i t r o " ,  t o  t h o s e  i n d u c e d  b y  X - r a y s  a n d  t o  t h o s e  s e e n  i n  
i n d i v i d u a l s  w i t h  F a r i c o n  i " s  a n a e m i a .  No s i m i l a r i t i e s  
w e r e  n o t i c e d ,  t h e y  c o n c l u d e d  t h a t  F r a g i l e  s i t e s  w e r e
s t r u c t u r a l  r e - a r r a n g e m e n t s  a nd  n o t  d u e  t o  b r e a k s  i n  t h e  
DNA c h a i n .
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TI ie d i f  f ©r e n e e s  i n  a p p e a r a n c : e  o f  11'i e 
f r a g i l e ( X )  s i t e  a r e  p r o b a b l y  d u e  t o  t h e  p r e p a r a  t  i o n s  o f  
t h e  m i t o t i c  s p r e a d s .  T h e  f r a g i l e  s i t e  g e n e r a l l y  a p p e a r s  
a s  t w o  " s a t e l l i t e s " .  E a c h  " s a t e l l i t e "  h a v i n g  a d i a m e t e r  
s l i g h t l y  1 e s s  t h a n  t h a t  o f  t h e  X--ch ro rnoso rn e  a r r n s . The  
" s a t e l l i t e s  a r e  u s u a l l y  a t t a c h e d  t o  the:  r e s t  o f  t h e
c h r o m o s o m e  b y  t h i n  " s t a l k s " ,  t h e s e  rnay n o t  a l w a y s  be  
v  i s  i b 1 e i n the-  1 i gh  t  rn i c r o s e  o p e .
I f  t h e  c e l l s  a r e  r o u g h l y  t r e a t e d ,  i e .  t o o  l o n g  
an e x p o s u r e  t o  h y p o t o n i c  s o l u t i o n ,  s p u n  a t  t o o  g r e a t  a 
g r a v i t a t i o n a l  f o r c e  e t c . ,  t h e  " s t a l k "  c a n  b e  b r o k e n .  I f  
b o t h  " s t a l k s '  a r e  b r o k e n  t h e  f r a g i l e  s i t e  w i l l  e i t h e r  
a p p e a r  a s  an a c e n t r i c  f r a g m e n t  l o o s e  i n  t h e  c e l l ,  
r  a r  e 1 y  is © e n , o r  i t  w i l l  b e  l o s t  f r o  rn t  h e rn e t  a p h a s  e 
s p r e a d  r e s u l t i n g  i n  a d e l e t e d  X - c h r o m o s o m e .  D e l e t e d  
X - - c h r o mo s om es  w o u l d  n o t  b e  e a s y  t o  d e t e c t  i n  t h e  1 i g h t  
m i c r o s c o p e  b e c a u s e  v e r y  l i t t l e  m a t e r i a l  w o u l d  b e  
m i s s i n g ,  a s i n g l e  w h i t e  b a n d  f r o m  t h e  d i s t a l  e n d  o f  t h e  
q a r m a f t e r  G b a n d i n g .  T b a n d i n g  rnay b e  m o r e  u s e f u l .  
T h i s  rnay a c c o u n t  f o r  some o f  t h e  c e l l s  w h i c h  a p p e a r  t o  
b e  n o r m a l  i n  f r a g i l e ( X )  p a t i e n t s .  I f  o n l y  o n e  " s t a l k "  
i s  b r o k e n  v a r i o u s  a r r a n g e m e n t s  c a n  r e s u l t  ( F i g  3 ) .  
O c c a s i o n a l l y  " d o u b l e  f r a g i l e  s i t e s 7 , i e .  t w o  s a t e l l i t e s  
on  e a c h  c h r o m a t i d ,  a r i s e .  T h i s  i s  t h o u g h t  t o  b e  d u e  t o  
e n d o r e d u p l i c a t i o n , b u t  t h e  m e c h a n i s m  i s  n o t  u n d e r s t o o d .  
Ch r o mo s ome  s t a i n i n g ,  l e n g t h  a nd  m o r p h o l o g y  a f f e c t s  t h e  
e a s e  w i t h  w h i c h  a f r a g i l e  s i t e  i s  d e t e c t e d .
F r a g  i 1 e < X ) syndr-ume P a g e
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3 .  1 0 .  3 .  1 F r n c t | c  1_ i nk a g o
G e n e t  j c 1 i n k a g e  s t u d  i e s  on  t h e  f r a g  i 1 e  (X ) s i t e  
t o  m e n t a l  r e t a r d a t  i on  h a v e  p r o d u c e d  s t r  o ng  s u p p o r t  f o r  
t  h L-: h y  p c > t  i i £■■<;. i s  t h a t  t  h c  t  h r- men t  a 1 r e  t  a r d & t  i or i 1 oc u s  i s  
a t  t h e  f r a g i 1e s i t e .  Ka i s e r - M c C a w  e t  a l . ,  ( 1 9 3 0 )  
r e v i e w e d  a l l  o f  t h e i r  f r a g i l e ( X )  f a m i l i e s  a n d  f o u n d  n o  
e v i d e n c e  o f  r e c o r n b  i na  t  i on  o c c u r r i n g  b e t w e e n  t h e  
f r a g i l e ( X )  s i t e  a n d  t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n .  J a c o b s  e t  
a l . ,  ( 1 9 3 0 )  s t u d i e d  s i x  f r a g i l e ( X )  f a m i l i e s  a n d  f o u n d  
n o  e v i d e n c e  o f  r e c o m b i n a t i o n  o c c u r r i n g  i n  3 6  a f f e c t e d  
m a l e s .  T u r n e r  e t  a l  . , ( 1 9 8 0 )  s t u d i e d  8 5  a f f e c t e d  m a l e s
i n  8 f a m i l i e s ,  a l s o  f i n d i n g  n o  e v i d e n c e  o f  r e c o m b  i n e t  i on  
o c c u r r i  n g .
Genetic linkage is not conclusive because it i 
never -possible to be entirely sure that all individual 
with the fragile O:} site have been identified or tha 
j. iTiCi Vi.cu3i£ wi th nerta_L retardation have bee 
correctly diagnosed. ..... ' *
F r a g  i 1 e ( X ) syndrome? Page
P.  10'. 3 .  2 I e s i g s t e r g n e _ . . g r ; o d u c  t  j g n
Tu r n e r -  e t  a l . ,  < 1 9 7 5 )  t e s t e d  t e s t o s t e r o n e  
p r o d u c  t  i on i n men t a  1 1 y  r e t a r d e d  i nd  i v  i dua  1 s  w i t  h 1 a r g e  
t e s t e s ,  t h e s e  i n d i v i d u a l s  o f t e n  h a v e  t h e  f r a g i l e ( X )  
s i t e .  T h e y  f o u n d  some d e c r e a s e  i n  t e s t o s t e r o n e  
p r o d u c t i o n ,  and m o d e s t  i n c r e a s e s  i n  l u t e i n i s i n g  h o r m o n e  
p r o d u c t i o n  i n  some f r a g i l e ( X )  i n d i v i d u a l s .  T h e y  
s u g g e s t e d  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  a m i l d  d e f e c t  i n  h o r m o n e  
p r o d u c t i o n  c o u l d  b e  c a u s i n g  t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n .  
H o w e v e r  i n  1980  T u r n e r ,  w i t h  a d i f f e r e n t  g r o u p  o f  
w o r k e r s ,  f o u n d  n o  e n d o c r i n o ! o g i c a 1 o r  h o r m o n a l  b a s i s  
f o r -  t h e  e n l a r g e d  t e s t e s  o f  m e n t a l l y  r e t a r d e d  f r a g i l e ( X )  
p a t i e n t s  ( T u r n e r  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  D e c r e a s e d  t e s t o s t e r o n e  
p r o d u c t i o n  t h u s  c a n  n o t  b e  t h e  m a j o r  cause? o f  t h e  
m e n t  a 1 r  e t  a r  d a t  i o  n .
£ . 1 0 . 3 . 3  G 6 P D . „ p r o d u c t . i o n
Mar-eni  a n d  M i eg  s o n  ( 1 9 8 1 )  l o o k e d  a t  t h e  G6PD 
g e n e  i n  f r a g  i 1e ( X ) i n d i v i d u a l s .  Th i s  g e n e  i s  1 o c a  t e d  
r i g h t  a t  t h e  end  o f  t h e  Xq a r m  a t  Xq£8 .  A c t i v i t y  o f  t h e  
g e n e  was  f o u n d  t o  b e  n o r m a l .  C e l l s  w i t h o u t  a f r a g i l e ( X )  
s i t e  a l s o  show n o r m a l  G6PD a c t i v i t y ,  t h u s  t h e y  c a n  n o t  
be  X“ c h r o m o s o m e s  b r o k e n  a t  t h e  f r a g i l e  s i t e  w i t h  
t  r • a n s  1 o c: a t  e d s  a t  e 1 1 i t  e s f r o  rn o n e o f t  h e a c r  o c e n t  r  i c 
c h r  o rn o s  o m e s .
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2 . 1 0 . 3 . 4  X y i n a c t i y a t j o n
X- i nac  t  i va  t  i on  s  t  u d i e s a h o  w t  h a t  o n l y  o n e  
X c !"i rorng sore;e i n  f e m a l e  c e l l s  s y n t h e s i s e s  p r o t e i n s .  T h i s  
X- c hrornosorne i s  r a n d o m l y  d e t e r m i n e d  e a r l y  i n
d e v e l o p m e n t  ( L y o n  1 9 6 1 , 1 9 6 6  a nd  1 9 6 3 ) .  I t  i s  an
i n h e r i t a b l e  i n a c t i v a t i o n ,  i e .  a l l  t h e  p r o g e n y  o f  a c e l l  
u j i t  hi an i n a c t i v a t e d  rn a t  e r  n a 1 X -  c h r  o rn o s  o rn e w i l l  h a v  e 
i n a c t  i v  a t  te d rn a t  e r  n a 1 c h r  o rn o s  o rn e s . B o t  h X -• c h r  o rn o s o rn e s 
h a v e  s i m i l a r  b a s e  s e q u e n c e s  b u t  t h e y  a r e  v e r y  d i f f e r e n t  
i n  e x p r e s s i o n .  T h e r e  i s  m o r e  n o r r - h i  s t o n e  p r o t e i n  i n  
a c t i v e  t h a n  i n a c t i v e  X - c h r o r n o s o r n e s ,  o t h e r w i s e  t h e  
c h r o m o s o m e  s t r u c t u r e  a p p e a r s  t o  be  t h e  same ( L y o n  
1 9 6 1 ) .  T h e s e  p r o t e i n  d i f f e r e n c e s  m u s t  b e  r e s p o n s i b l e  
f  o  r  g e n e i n a c t  i v  a t  i o n .  T h e  i n a c t  i v  e X -  c h r  o in o s  o rn e i s
s w i t c h e d  o f f  i n  r e g i o n s .  I t  may be  t h a t  t h e
d e s p  i r a 1 i s a t  i on a t  a f r a g  i 1e ( X  ) s  i t e  on  an  i n a c t  i v e  
X - c h r o m o s o m e  a l l o w s  l o c a l i s e d  r e - a c t i v a t i o n ,  s o  t h a t  
t o o  much g e n e  a c t i v i t y  o f  t h e  d i s t a l  r e g i o n  o f  t h e  
X - c h r o m o s o m e  o c c u r s .  T h i s  e x t r a  a c t i v i t y  may be  t h e  
c a u s e  o f  t h e  v a r i a b l e  o c c u r r e n c e  o f  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  
i n  f e m a l e  f r a g i l e ( X )  c a r r i e r s ,  p a r t i c u l a r l y  i f  some 
g e n e s  a r  e i nc. o r  r  e c  1 1 y  ac  t  i va  t  ed or- on 1 y  p a r t i a l l y  
a c t  i v a t e d .
S ^ i 1 t  ( 2 J. ) S y 1'1 U I" Ome
Female carriers of the fragileCx) site show a 
wide variation . in itelligence levels, they also have a 
broad range of dysfunction secondary to the fragile C;;) 
gene. Those with normal I.Q. are normally considered to 
be unaffected by the fragileCx) gene. About one third 
of carrier females are mildly retarded, but this 
increases to about 50% if educational difficulties 
within those. of normal I.Q. are also considered 
(Chudley and Hagerman 1SS7).
In 1930 Jacobs et al . suggested that the
mental status of the female heterozygote could be 
explained by ly.onisation. If this prediction is correct , 
the fragileCx) site would be expected to lie on the 
inac tive - X-c hr^omosome 'in ■ car r ier s of normal I.Q. but on
* t ^  /- -f -* \ ^ r — q. v, .-j — #-v wy, ^ J. *"* v 11 o Gr f  ^  ^ rrT~' "t ci X
retarded. The studies of Froster-Ikenius et al. (1952) ,
on a mentally retarded boy with miric-f s* tsr1 s syncrome
_ -l J. 1- _ r „______ ,• 1 - / , , \ . T T X, -• ..J ... _ ,J T /  1 O O 4- . ,ariu the 1 regl a. e \ X ; uc ha. uc. o.w o oy we % * , O n  ,. -wo
normal and two 'slow' heterozygous females; Howell and 
McDermott ,(1982), cn one slightly retarded and t wo 
normal heterozygous females.; and by Tucker man et al.
(1985), on a pair of monozygotic twins, one normal ar
one ’dull'; all support this hypothesis of lyonisation. 
There are, however, also studies suggesting that this 
hypothesis is far too simple, and may not even be 
correct (Mattei et al. , 1980; Nielsen et al. , 1983;
ryns et al. , 1984; Mikkelsen et al. , 1984 and
f u c k e r man et al., 1986'.
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5 S tudy j_ng_c  l_one5
B r y a n t  ( 1 9 8 3 )  l o o k e d  a t  c e l l  c l o n e s  in  
f i b r o b l a s t  c u l t u r e s  f r o m  m a le  f r a g i l e ( X )  p a t i e n t s .  A l l  
c l o n e s  w e r e  f o u n d  t o  c o n t a i n  b o t h  n o r m a l  and  f r a g i l e ( X )  
c e l l s .  He c o n c l u d e d  t h a t  f r a g i 1e ( X  ) i n d i v i d u a l s  w ere  
n o t  s o m a t i c  m o s a i c s  Df a n o rm a l  c e l l  l i n e  and a 
f r a g i l e ( X )  c e l l  l i n e ,  f r a g i l e ( X )  c e l l s  c o u l d  p r o d u c e  
normal  d a u g h t e r  c e l l s  and v i c e  v e r s a .
6  C u i t u r e s _ f r g m _ s t o r e d _ b l g o d _ s a m g l e s
F o n a t s c h  ( 1 9 8 1 )  n o t e d  t h a t  t h e  e x p r e s s i o n  o f  
f r a g i l e ( X )  s i t e s  i n s t o r e d  b l o o d  i s  l o w e r  t h a n  t h a t  in  
f r e s h  b l o o d .  S h e .  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  i s  due  t o  
f r a g i l e ( X )  c e l l s  b e i n g  l e s s  s t a b l e  t h a n  n o rm a l  c e l l s .
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2 .  10.  4 O b s e r v a t i o n s o  n e x p r e s s  i o n  _ m  d 1 f  f  e r  e n t  _c u 1.. t y r e
rned i_a
2 .  1 0 . 4 .  1 F o l i c .  _ .§c j .d_and_ thy rn  m e
Cu 1 t o r e  cor  id i t  i o n s  1 ow i n f  o l  i c sc; i d a r e
r e q u i r e d  f o r  max imum e x p r e s s i o n  o f  f r a g i l e  s i t e s .  F o l i c  
a c i d  i s  r e q u i r e d  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h y m i n e  f o r  DNA 
s y n 1 1 i e s i s .  1 1 i s  th i e p r e c u r s o r  o f  t e t r a h y d r o f o l  i c  a c  i d , 
a c o - e n z y m e  t h a t  f u n c t i o n s  i n  t h e  t r a n s f e r  o f  1 - - c a r b o n  
g r o u p s  i n  p u r i n e  a nd  p y r i m i d i n e  s y n t h e s i s .  T h e  r e d u -  
t  i o n , o r  i nh  i b i t  i o n , o f  f o l i c  sc: i d  s i  o w e  DNA s y n t h e s  i s .
C u l t u r e  m e d i a  l a c k i n g  f o l i c  a c i d  a n d
t hy r n  i d  i n e , o r  i n c l u d i n g  i nh i b i t o r s  o f  t h e  t hy r n  i d i n e  
s y n t h e t a s e  p a t h w a y ,  s h o w  t h e  h i g h e s t  p e r c e n t a g e  o f  
f r a g i l e  s i t e s .  T h e  a b s e n c e  o f  t h y m i n e  o r  f o l i c  a c i d  
a l o n e  i n c r e a s e s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  f r a g i l e  s i t e s  b u t  
t h e i r  e f f e c t s  a r e  n o t  t o t a l l y  e x c l u s i v e ,  t h e y  b o t h
s h o u l d  b e  r e m o v e d  f o r  o p t i m u m  r e s u l t s .
2 .  1 0 . 4 . 2  I n c r e a s i n g , „ _ t h y m l d ] n e _ _ c o n c e n t r a t  i o n ....
S t u b b l e f  i e l d  e t  a l . ,  ( 1 9 6 7 )  s t u d  i ed  t h e
e f f e c t s  o f  i n c r e a s i n g  t h y m i d i n e  i n  m a m m a l i a n  c e l l s .  A t
c o n c e n t  r a t i  o  n s  o f  2  rn M t  h y  rn i d i n e  s  t  o p s D N A s  y  n t  h e s i s ,
o t h e r  d e o x y n u c l e o s i d e s  h a v e  t h e  same e f f e c t  b u t  a r e
m o r e  t o x i c .  T h e  m e c h a n i s m  h e r e  s e em s  t o  b e  a f e e d b a c k
i n h i b i t i o n  f r o m  an i n c r e a s e d  d e o x y t h y m i d i n e  t r i p h o s o h a t e  
p o o l  a f f e c t i n g  t h e  d e o x y c y t i d i n e  p a t h w a y .  T he  e f f e c t  i s  
n o t  h a r m f u l  t o  t h e  c e l l  a nd  c a n  b e  r e v e r s e d  b y  w a s h i n g  
o r  b y  a d d i n g  d e o x y c y t i d i n e .
F r a g i ) e ( X )  syndrome Page 100
C e l l s  grown in m e d i a  containg e x c e s s  thymidine 
show shorter 01 a n d  G2 phases and a longer metaphase. 
I n c r e a s i n g  t h e  t h y m i d i n e  c o n c e n t r a t i o n  p r o d u c e s  m i t o t i c  
c h r o m o s o m e  1 abno r r na  1 i t  i e s  a n d  s l o w s  DNA s y n t h e s i s  i n  
e a r l y  S' p h a s e  ( S t u b b l e f i e l d  a n d  M u r p h e e  1967). C e l l s  i n  
S p h a s e  s t o p  s y n t h e s i s  i m m e d i a t e l y ,  o t h e r  c e l l s  
c o n t i n u e  d i v i d i n g  u n t i l  t h e y  r e a c h  S p h a s e .
The results in this section suggest that the 
fragils(x) site may be due to *a defect in the 
incorporation of thymidine into the DNA chain.
2. 10.4.3 I nh i t y i  t . o r  s _ o f  _ t  h§:_thyrn]_d i ne__syn  t h e t a s e _ p a > t h w a y
u o r o d e o x y u ;
i n h i b i t  t h e  t h y m i d i n e  s y n t h e t a s e  p a t h w a y .  T h e y  a c t  on  
t h e  u t i l i s a t i o n  p a t h w a y  o f  t h y m i n e  p r o d u c i n g  a s h o r t a g e  
o f  t h y m i n e .  T h y m i d i n e  a d d e d  t o  t h e  c u l t u r e  m e d i a  
r e v e r s e s  t h e  e f f e c t s  o f  FUdR a nd  MTX ( S u t h e r l a n d  
1 9 7 9 a  >. I f  t h e  c u l t u r e  rned idm 1 a c k s  t h y m i d i n e  c e l l s  h a v e  
t o  u t i l i s e  t h e  s a l v a g e  p a t h w a y  o f  t h y m i d i n e  w h i c h  t a k e s  
l o n g e r  s l o w i n g  DNA s y n t h e s i s .  ( F o r  an a c c o u n t  o f  t h e  
t h y m i d i n e  s y n t h e t a s e  a n d  s a l v a g e  p a t h w a y s  s e e  t h e  
a p p e n d i x . )
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a ).. M 0  t  h g t  r  e x a t  § .... a n d .... m e t  h j. on  j. n e
I n  t h e  p r o  s e n  c::o o f  MTX f r a g i l o ( X )  e x p r e s s i o n  
i s  s i  gn i f  i c a n t  1 y i n c r e a s e d  ( f ommerup  e t  a 1 . , 1 9 8 1 j 
H o w a r d - P e e b  1 e s  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  MTX i s  i n v o l v e d  i n  many 
r n e t a b o l  i c  p a t h w a y s .  I t  i s  a s t r u c t u r a l  a n a l o g u e  o f  
f o l  i c ac  i d ,  b l o c k  i ng  d i h y d r o f o l a t e  r e d u c t a s e  a f f e c t  i ng 
a m i n o  a c i d  s y n t h e s i s .  M e t h i o n i n e  a l s o  i n c r e a s e s  
f r a g i  1 e ( X ) e x p r e s s  i on  s u g g e s t  i ng t h a t  am i n o  ac  i d 
m e t a b o l i s m ,  o r  c a r b o n  t r a n s f e r  v i a  S - a d e n o s y 1 
rn e t  h i on i n e , i s  i rn p o  r  t  a n t  f  o r  e x  p r  e s s i o n  ( G1 o v e r  19 S 2  5 
H o w a r d - P e e b 1e s  1 9 3 2 ) .  I t  i s  a l s o  a f o l a t e  i nh  i b i t o r  
t h a t  c a n  d i r e c  1 1 y  i nh  i b i t  t h e  thy rn  i d i n e  s y n t h e s  i s  
p a t  h w a y b y  m i s  i n c o r  p o r  a t  i n g u r  a c i 1 b a s  e s  i n t  o  t  h e D N A 
i n  p l a c e  o f  t h y m i n e  b a s e s  p r o d u c i n g  p o o r  b a s e  p a i r i n g  
( G l o v e r  1 9 3 1 ) .
b _).._P . r e c u r s 0 r s  o f . . . m o n o - c a r b o n s
A d d i n g  p r e c u r s o r s  o f  m o n o - c a r b o n s  ' i n  v i t r o '  
r e d u c e s  f r a g i l e ( X )  e x p r e s s i o n  ( L e j e u n e  1 9 8 0 ) .  
M o n o - c a r b o n s  a r e  c a r r i e d  b y  t h e  r e d u c e d  f o r m  o f  f o l i c  
a c i d ,  t e t r a h y d r o f o l a t e .  T h e y  a r e  n e c e s s a r y  f o r  t h e  
s y n t h e s i s  o f  t h e  b a s e s  A,  G a nd  T.  R e d u c e d  m o n o - c a r b o n s  
a r e  a l s o  s u p p l i e d  t o  t h e  t r a n s r n e t h y  1 a s e  s y s t e m s  t h r o u g h  
t h e  m e t h y l  a t  i on  o f  h o r n o c y s t e  i ne  t o  rneth i on  i n e  p r o d u c  i ng  
S - a d e n o s y l  m e t h i o n i n e .  R e d u c e d  l e v e l s  o f  m o n o - c a r b o n s  
c o u l d  h e  t h e  c a u s e  o f  t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  i n  
f  r a g  i 1 e ( X ) i nd  i v  i d u a 1 s .
c.) S . - F  o d e o x y y r  \ d \ nc„ . J(FydRJ>_and_Thym. i  d i ne  k i n a s e  ( T K )
FlJdR o v e r c o m e s  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  f o l  ic  
ac i d  on f  r a g  i 1 e  (X ) e xp r e s s ,  i o n ,  s u g g e s t  i ng t h a t  i t  i el- 
t h e  d e p l e t i o n  o f  t h e  t h y m i d i n e  p h o s p h a t e  a v a i l a b l e  f o r  
DNA s y n t h e s i s  t h a t  i s  i m p o r t a n t  for -  e x p r e s s i o n .
KUdR i s  an a n a l o g u e  o f  t h e  n u c l e o t i d e  
p r e c u r s o r s  t o  DNA. I t  i s  i n t r a c e l  1u l a r 1y c o n v e r t e d  b y  
TK t o  5 - f  luorodeoxyur -  i d i ne m o n o p h o s p h a t e  ( Fd U M P ) ,  a 
p o t e n  t  i n h i b i t  o r  o f  t  h y rn i d i n e s yn  t  h e t  a s e . I t s  e  f  f  e c  t  s  
c an  be  r e v e r s e d  by  t h e  a d d i t i o n  o f  t h y m i d i n e .  E x o g e n o u s  
t h y m i d i n e  can  b y p a s s  t h e  b l o c k  b y  c o n v e r t i n g  t o  dTMP,  
c a t a l y s e d  by t h y m i d i n e  k i n a s e  i n  t h e  ' s a l v a g e  p a t h w a y '  
( s e e  a p p e n d i x )  I n  t h e  a b s e n c e  o f  t h y m i d i n e ,  dTMP i s  
d e p l e t e d  a r r e s t i n g  DNA s y n t h e s i s .  The f r a g i l e ( X )  rnay be  
e x p r e s s e d  by  l i m i t i n g  t h e  dTMP p o o l ,  and t h e r e f o r e  t h e  
d e o x y  thyrn i d i ne  t r  i - p h o s p h a t e  ( d T T P )  p o o l  a v a i l a b l e  f o r  
DNA syn t h e s  i s .  FUdR a 1 so  i nh i b i t s  DNA s y n t h e s i  s 
d i r e c t l y .
T h y m i d i n e  i s  made up o f  t h e  n u c l e o t i d e  b a s e  
t h y m i n e  and d e o x y r  i b o s e  s u g a r .  I t  i s  p h o s p h o r y 1 a t e d  
i n t o  dTTp ( d e o x y  thyrn i d i ne? t r  i - p h o s p h a t e  ) wh i ch i s 
a d d e d  t o  a g r o w i n g  DNA c h a i n  d u r i n g  i t s  s y n t h e s i s .  
T h y m i d i n e  k i n a s e  ( T K )  and t h y m i d i n e  p h o s p h o k i n a s e  
c a t a l y s e  t h e  s y n t h e s i s  o f  d T T P .  D u r i n g  DNA s y n t h e s i s  TK
F r a:j i 1 r  ( X ) syi idr orne P a g e  107
d .)... d e ox y  t hymj  d j  ne_ rnonophosgha t e s
Dc‘oxyi-1 lyin i d i ne-- monophosphate -  n e e d e d  f o r  DNA 
s y n t h e s i s ,  p r e v e n t s  f r a g i l e  s i t e  e x p r e s s  i o n . F r a g i l e  
s i t e s  ar t- duo t o  1 o w e r  DNA E - y n t h e s i s  and a r e  pe r hap s ,  
a r e a s  o f  s i n g l e  s t r a n d e d  DNA ( G l o v e r  1 9 8 1 ) .  S i n g l e  
s t r a n d e d  DNA had a l s o  b e en  s u g g e s t e d  a s  t h e  c a u s e  o f  
f r a g  i 1e s i  t e s  by  S u t h e r 1 and ( 1 9 7 9 a ) .
. i  •
P.  1 0 . 5  Q b s e r v a t  j_ons>_af t e r  _Bpl ; yer  _ ( A g J N O ^ J „ s t a  i n png
Fragile sot as .on human chromosomes are similar 
in appearance to satellite stalks but they do not take 
part in satellite associations with the acrocentric
chromosomes (Harvey et al. , 1977;’ Sutherland 1879b).
The ’gaps' of the fragile sites also do not stain with 
silver nitrate unlike the nuclear organiser regions of 
the acrocentric chromosomes (Oliver et al. , 1978;
Sutherland and Leonard 1982). It can be concluded from 
these findings that fragile sites are not translocated
or inserted regions from any of the acrocentric
chromosomes.
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2 . 1 0 . 5 . 1  D j  f  f  e r  e n c e s .. j  n . P r  9 t e  j  n „ s t  r  u c t  u r  s
T h e c h r  o rn o s o rn e s t  r  u c t  u r e  d e t  g r  rn i n e s i t o  w D N A
b a s e s  ere- e x p r e s s e d . Chromosomes c o n t a i n  t w o  k i n d s  o f  
h e r i t a b l e  i n f o r m a t i o n ^  t h a t  s t o r e d  in t h e  p r i m a r y  b a s e  
p a i r s  o f  a g e n e ;  and t h a t  c o n t a i n e d  in  t h e
s u p e r s t r u c t u r e ,  a c q u i r e d  d u r i n g  d e v e l o p m e n t .  The  
super  s t r u c t u r - e ,  i e .  p r o t e i n  c o i l  i n g ,  i s  t h o u g h t  t o  be
c o p i e d  and i n h e r i t e d ,  a l o n g  w i t h  DNA r e p !  i c a t  i on
f T - . . *■ ' o o \ r* '  . . 4 . . f ... ... c, .... V, - V. . , L 1 •. r. ~ -J h.
r .  ^ f \ i- .. i r x- f  —.1T a ~ »•-, .-1 i-. ^
r r * -* * t ” *■>'*» ,"t . “ •. • " . . i , f  i-s  ^ + •- .......... j
b i n d i n g  ’ in f  r a g  i 1 e ( X ) c e l l s  i s  n o t  a 1 ways  cop i ed
e x e c t l y  ( s e e  s e c t  i on 2 . 1 0 . 3 . 5 ) .
P i l o t  p r o j e c t ’ a 9 e  1 O
3 . 0 P I L O T  PROJECT
3 .  1 I r i t r o d i j c  t  i on
The f i r s t  a i m  o f  t h i s  p r o j e c t  was t o  p r o d u c e  a 
c 1 e a r  , r e  1 i a b l  e and e a s  i 1 y r e p r o d u c  i b 1 e ms t h o d . A p i 1 o t  
p r- o j  p i I  w a s c a r  r  i e d o u t  o n a s rn a l l  earn p 1 e o f  f i v e  k n o w r i 
f  r a g i 1 e ( X ) i nd i v i d u a 1 s , us i n g a w i de v a r  i e t y o f  t h a 
d i f  f  e r  e n t  rn e t  h o d s a v a i 1 a h 1 e .
3 . 3  S a m p l e . .. g r  o y p
B l o o d  s a m p l e s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  5 m a l e s ,  who 
had p r e v i o u s l y  been d e m o n s t r a t e d ,  by  t h e  S o u t h  West  
Thames R . H . A .  c y t o g e n e t i c s  l a b o r a t o r y ,  t o  h a v e  t h e  
f r a g i l e ( X )  s i t e .  T h e se  s a m p l e s  we r e  r e c e i v e d  on t h r e e  
s e p a r a t e  d a t e s : -  two on t h e  f i r s t  d a t e ,  one  e i g h t  d a y s  
l a t e  r  a n d t h e  r  e rn a i n i n g t  w o a f  e w da ys  l a  t  e r . T h e  f  i r- s t  
t wo  s a m p l e s  w e r e  s e t  up t o g e t h e r ,  p r o v i d i n g  an i n i t i a l  
f o u r t e e n  c u l t u r e s .  The o t h e r  s a m p l e s  wer e  s e t  up o n c e  
t h e  r e s u l t s  f r om  thee f i r s t  t wo  we r e  known.  T h e y  w e r e  
used  t o  c h e c k  t h e  f i n d i n g s  f r o m  t h e  f i r s t  t w o ,  and t o  
t r y  o u t  o t h e r  m e t h o d s .  Each s a m p l e  was s e t  up in  s e v e n  
d j f  f  e r  e n t  c u 1 t  u r  e s , ea  c h c u 1 t u  r  e b e i n g  s e  t  u p a t  t  h e 
same t i m e ,  i n c u b a t e d  t o g e t h e r  and h a r v e s t e d  in t h e  same  
ma nner .  One o f  t h e  c u l t u r e s  was a c o n t r o l  , t h i s  was s e t  
up a s  f o r  r o u t  i ne  s a m p l e s  c u l t u r e d  a t  t h e  S . W.  Thames  
R . H . A .  ( s e e  Append i x  ) .  The  rerna i n i ng cu 1 t u r e s  w e r e  
s c o r  ed f  o r  t h e  i r  e f  f  ec t  i v e n e s s  i n d e rno n s t r a  t  i ng  t h e  
f  r  a g i 1e s i t e .
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3 . 3  Cul  t u r e r n e  t h o d s ...y s e d _. j  n.._the p j. 1 o t _ p r p  J e c  t
3 . 3 . 1  r p j j c . _ a c . i d
A t  t h e  S . W.  Thames R . H . A .  l a b o r a t o r y ,
%
l e u c o c y t e  c u l t u r e s  a r e  s e t  up i n  T C 1 9 9  m e d i a  w i t h  2 0 ’/. ,  
f i n a l  v o l u m e ,  a dd e d  serurn,  157. FCS and 57. b e i n g  human 
AB serurn.  The  ma i n  s o u r c e  o f  f o l i c  a c i d  in  suck cu l tu r es ,  
i s  t h e  s e r um a dd ed  t o  s u s t a i n  l e u c o c y t e  g r o w t h .  To
V
d e m o n s t r a t e  f r a g i T e ( X )  s i t e s  t h e  serum c o n t e n t  must  be  
r e d u c e d .  I n  t h e  p i l o t  p r o j e c t  ser um l e v e l s  o f  20/1,  
1 0 7 ,  57. and 07. f i n a l  v o l u m e s  w e r e  u s e d .
3 . 3 . 2  Fpl . .ate;_J_nhJbJtors
The  e f f e c t s  o f  f o l  ic a c i d  can be  r e v e r s e d  by  
t h e  a d d i t i o n  o f  a number  o f  i n h i b i t o r y  compounds .  T h r e e  
s uc h  compounds a r e  F I  u i br -odeoxyur  i d i ne  ( F U d R ) ,  
M e t h o t r e x a t e  (MTX)  and 5 - B r o m o d e o x y u r i d i n e  ( B U d R ) .  
V a r i o u s ,  c o n c e n t r a t i o n s  o f  e a c h  o f  t h e s e  compounds w e r e  
u s e d  in t h e  p i l o t  p r o j e c t  and t h e i r  e f f e c t s  w e r e  n o t e d .  
C o m b i n a t i o n s  o f  t h e  t h r e e  w e r e  a l s o  t r i e d ,  a l o n g  w i t h  
d i f f e r e n t  serurn l e v e l s .
3 . 3 . 3  gH
The' pH a t  t h e  b e g i n n i n g  and t h e  end o f  t h e  
c u l t u r e  was r e c o r d e d  b u t  no a t t e m p t  was made t o  c o n t r o l  
i t  i n t h  i s p r o j e c t .
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4 Q y l . t y C ; e . _ i e n g t h
C u l t u r e  l e n g t h s  o f  4 8 ,  7 2  and 9 6  h o u r s  w e r e  
used  a l o n g  w i t h  c o l c h i c i n e  l e n g h t s  o f  1,  2  a n d  3 h o u r s .
T h e r e  a r e  t w o  m e t h o d s  o f  c u l t u r i n g  b l o o d  
l e u c o c y t e s .  M a c r o - c u 1 t u r e s  c an  be  s e t  up a f t e r  
s e p a r a t i n g  o u t ,  i n  a c e n t r i f u g e ,  a l e u c o c y t e  r i c h  l a y e r  
o f  c e l l s .  P a r t  o f  t h i s  l a y e r  i s  a d d ed  t o  t h e  m e d i a  
w h i c h  i s  s u p p l e m e n t e d  b y  s e r u m . . M i c r o - c u l t u r e s  u s e  a 
s a m p l e  o f  w h o l e  b l o o d  a d d e d  t o  a s e r u m  s u p p l e m e n t e d  
m e d i a .  M i c r o - c u l t u r e s  a r e  g e n e r a l l y  u s ed  f o r  
c o n v e n i e n c e ,  however  m a c r o - c u l t u r e s  a l l o w  t h e  amo u n t  o f  
s e r u m ,  and h e n c e  t h e  amount  o f  f o l i c  a c i d ,  t o  be  more  
a c c u r a t e l y  c o n t r o l l e d .  O n l y  rn i cr  o - c u l  t u r e s  wer e . j  s a t  up
s m . i l !  b l o o d  scbup l eo . A. f e w  m a c r o - c u  1 u t r e s  w e r e  t r i e d  in  
t h e  s u r v e y  p r o p e r ,  w i t h o u t  a ny  n o t i c e a b l e  e f f e c t  on t h e  
f r a g i 1e ( X ) s i t e  o r  i t s  c l a r i t y .
Scor ]_ng_Df_resuXts
Seven  s l i d e s  w e r e  i n i t i a l l y  made and  f i f t y  
m i t o s e s  e x a m i n e d  f r o m  e a c h  c u l t u r e .  Mor e  s l i d e s  w e r e  
made i f  r e q u i r e d .  A number  o f  c r i t e r i a  w e r e  c o n s i d e r e d  
in s c o r i n g  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  t h e  c u l t u r e  c o n d i t i o n s  
u s e d .  T h e s e  w e r e  a s  f o l l o w s : -
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a )  The  p e r c e n t a g e  o f  m i t o s e s  in w h i c h  a f r a g i l e ( X )  s i t e  
ujas  demons t r  a t e d  .
b )  C l a r i t y  arid e a s e  o f  i d e n t i f y i n g  t h e  f r a g i l e  s i t e s .
c )  A r o u g h  e s t i m a t e  o f  t h e  m i t o t i c  i n d e x .
d )  D u a l i t y  o f  G b a n d i n g  t o  c o n f i r m  t h a t  a f r a g i l e  s i t e
was on t h e  X - chr omosome .
e )  D e g r e e  o f  chromosome s p r e a d i n g .
f )  Chromosome q u a l i t y  and b r e a k a g e s  p o s s i b l y  due t o  t h e  
cu 1 1 u r e  t r e a t r n e n t . (Dua l  i t y  was d e t e r r n  i ned f  rom thie  
s h a r p n e s s  o f  t h e  chromosome o u t l  i n e  ) .
b - f w.i e r  e o n 1 y r ■ e c o r  d e d w h e n 1h e y w e r  e o b v i o u s 1 y
d i f  f  e r e n t  t o  t h e  c o n t r o 1.
I
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3 . 5  R e s u l t s  ( s e e  T a b l e  1)
3 . 5 . 1  Summary,  o f  f y r s t f o u r t e e n  r e s u l _ t s  ( Tab  1 e 1A and  B )
8 o f  t h e  12 s p e c  i a 1 c u l t u r e s  s h o w e d  on
i n c r e a s e  i n  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  d e m o n s t r a t i n g  t h e  
f r  ay  i 1e ( X ) s i  t e .  4 ,  s t a r r e d , s h o w e d  a s  i gn  i f  i c a n t  
i n c r e a s e , i e .  on  i n c r e a s e  o f  1U , o r  g r e a  t e r , p e r c e1 1 1 a g e  
p o i n t s  o v e r  t h e  c o n t r o l  w h e r e  t h e r e  i s  n o  o v e r l a p  i n
t h e  95/1 c o n f i d e n c e  l i m i t s .  T h e y  w e r e  a c u l t u r e
c o n t  a i n i n g J u s t  5 “/. a d d e d s  e r  u rn < B 2 ) ;  a c u l t  u r- e a 1 s o
w i t h  o n l y  57. a d d e d  s e r u m  c o n t a i n i n g  FUdR f o r  t h e  l a s t  
2 4  h o u r s  ( A 3 )  a nd  b o t h  c u l t u r e s  c o n t a i n i n g  b o t h  FUdR 
a nd  MTX f o r  t h e  l a s t  24  h o u r s  (B5  a nd  B 6 ) .
T h e  a dd  i t  i on o f  FUc!R p r o d u c e d  an a p p a r  en  t
i n c r e a s e  i n  f r a g i l e ( X )  e x p r e s s i o n ,  h o w e v e r  a l o t  o f
c h r o rn o s o rn e b r  e a !■; a g e w a s a 1 s  o n o t  i c e cl i n 2 c u 1 t  u r  e s
c o n t a i n i n g  FUdR ( B 6 ,  and  A3 )
I n c  r  e a s e d c h r  o rn o s  o rn e b r  e a k a g e uj a s  a 1 s  o n o t  i c e d
when BUdR was  a d d e d  (A5 a nd  E '3) .  I t  s e e m s  l i k e l y  t h a t
i t  i s  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e s e  c h e m i c a l s ,  w h i c h  a r e  v e r y  
s  i rn i 1 a r  i n  p r  o p e r  t  i e s , t  h a t  c a u s  e d t h e  c h  r  o rn o s  o  rn e 
b r e a k a g e ,  a l o w e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  FUdR was  u s e d  i n  
s  u h s  e q u e n t  c u 1 t  u r  e s .
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The  a d d i t i o n  o f  BUdR f a i l e d  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  
f r a g  i 1e ( X ) s i t e  i n  1 c u l t u r e  <B3 ) ,  s i m i l a r  t o  t h e  
c o n t r o l ,  and  i n  t h e  o t h e r  ( A o )  t h e  e x p r e s s i o n  mas 1o w e r  
t !  iof i  t h e  c o n t r o l ,  however -  t h  i s  r e s u l t  i s  s t i l l  w i t h i n  
t h e  957. . c . f . l .  f o r  t h e  c o n t r o l  . A d d i t i o n  o f  BUdR : was  
n o t  | shown* '  . ' . to i n c r e a s e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  
s  i t  e , i t  a c t u a l l y  decreased i t ,  i t  w a s  t  hi u s  n o t  w o r  t  h 
w t i i l e  s e t t i n g  up a n y  f u r t h e r  c u l t u r e s  i n  BUdR.
The  t h i r d  b l o o d  s a m p l e  wa s  s e t  up  i n  s i x  
cl i f  f  e r e n  t  spec:  i a 1 cu  1 1 u r e s , t a  k i ng  t h e s e  r e s u l  t s  i n t o  
a c c o u n t . Two w e r e  1 ow se ru rn  cu  1 t  u r e s , t w o  h a d  a d d e u
FUdR a nd  o n e  h ad  a d d e d  b o t h  FUdR a nd  MTX.  T he  f i n a l  
s p e c i a l  c u l t u r e  had  a s h o r t e n e d  e x p o s u r e  t o  c o l c h i c i n e .
3 .  5 .  3 S u m m a r y  o f  t h e  t h l r  d  b l o o d  s a rnpl e ' s  r e s u l t s
( T a b l e  1C)
T h e  c u l t u r e  w i t h  a s h o r t  e x p o s u r e  t o
c o l c h i c i n e  ( C 7 )  d i d  n o t  g r o w  v e r y  w e l l ,  b u t  a l l  t h e  
o t  h e r  f i v e  s p e c i a l  c u l  t  u r  e s  s h  o we cl i n c: r  e a s  e cl e x  p r e s s  i o n 
o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e .  The  b e s t  t w o  c u l t u r e s  ( s t a r r e d )  
w e r e  t h o s e  w i t h  b o t h  FUdR a n d  MTX a d d e d  ( C 6 )  and  t h a t  
w i t h  J u s t  FUdR a d d e d  f o r  t h e  l a s t  2 4  h o u r s  < C5 ) .  T h e s e  
t w o  c u l t u r e s  b o t h  s how an i n c r e a s e ?  o f  m o r e  t h a n  10 
p e r c e n t a g e  p o i n t s  o v e r  t h e  c o n t r o l  w i t h  n o  o v e r  1ap i n  
957. c . f . l .  T he  a m o u n t  o f  c h r o m o s o m e  d a m a g e  was  r e d u c e d  
b y  l o w e r i n g  t h e  c o n c e n  t r a  t  i on o f  t h e  FlJdR f r o m  l . O u g / r n l  
t o  0 . 6 u g / r n l .
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Th e  f i n a l  t w o  b l o o d  s a m p l e s  i n  t h e  p i l o t  
pr  o j e r I  w o r e  s e t  up  t o g e t h e r ,  t a k i n g  i n t o  a c c o u n t  a l l  
t h e  o t h e r  r e s u l t s .  Each  was  s e t  up  i n  s i x  s p e c i a l  
c u l t u r e s .  Low s e r u m  c u l t u r e s  c o n t a i n i n g  FUdR,  c u l t u r e s  
c:on t a  i n i ng b o t h  FUdR and  MTX, a n d  c u l t u r e s  w i t h  a 
shor  tened  e x p o s u r e  to  col  ch i c i ne were s e t  u p .
3 .  5.  3 Sum m ary. . . .of  t he_ r es u , l . . t s__ f  r pm__the _f  . [ .nal  t w o  b i p o d
s amp  I p  s __ £Tab £e _ I D  _a nd 1
F i v e  o f  t h e  c u 1 t u r e s  s h o w e d  a s  i gn i f  i c a n t  
i n c r e a s e  i n  f r a g i l e ( X )  s i t e  e x p r e s s i o n  o v e r  t h e  
c o n t r o l s ,  g r e a t e r  t h a n  a 10 p e r c e n t a g e  i n c r e a s e  w i t h  n o  
o v e r l a p  i n  957. c . f . l . ,  t h o s e  s t a r r e d .  A l l  h a d  5 7  a d d e d  
s e ru rn ,  1 h a d  a d d e d  FUdR ( D 4 ) ,  2  h ad  b o t h  FUdR and  MTX 
a d d e d  (E4 a n d  D 5 ) .  The  c u l t u r e  w i t h  107  s e r u m  ( D 3 ) ,  t h e  
c u l t u r e  w i t h  a d d e d  FUdR t h r o u g h o u t  9 6  h o u r - s  <E3)  and  
t h e  c u l t u r e  w i t h  o n l y  o ne  h o u r s "  e x p o s u r e  t o  c o l c h i c i n e  
( D 6 )  a l s o  s h o w e d  i n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  
s i t e .  A d d i n g  e i t h e r  BUdR ( E 7 )  o r  MTX a l o n e  <E6 a nd  D 7 ) ,  
o r  e x p o s i n g  t o  c o l c h i c i n e  f o r  t w o  h o u r s  < E 5 ) ,  r e s u l t e d  
i n 1o w e r e d  e x p r e s s  i on o f  t h e  f r a g  i 1e ( X ) s  i t e .
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R e s u l t s  f r o m  t h e  p i l o t  p r o j e c t  a r e  i n  s e v e n  
g r o u p s ,  o n e  f o r  e a c h  a l t e r a t i o n  made t o  t h e  m e d i a .
3 . 6 .  3. L o w e r  m g  .....the s§£C:iJ m.... !§•  o f ..the_rnedj_.a
S e r u  m 1 e v e l  s> o t  3 U A , 1U /«? 5/ .  a nd  0 / . ,  Pi  n a 1 
v o l u m e ,  w e r e  u s e d .
3 o u t  o f  t h e  5  p a t i e n t s  s t u d i e d  w e r e
d e r n o n s t r a  t e d  t o  h a v e  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  i n  t h e  c o n t r o l  
c u l t u r e s ,  307. s e r u m ,  b u t  a t  l o w  l e v e l s  o f  e x p r e s s  i o n .
O n l y  3 o f  t h e  5 s a m p l e s  w e r e  s e t  up i n  
c u 11 u r  e s  c c* n t  a i n i n g 10 7. s  e r • li rn, b o t  h d e n i o n s t  r  a t  e d t  h e 
f r a g i l e ( X )  s i t e .  I n  1 o f  t h e s e  s a m p l e s  t h e  l e v e l  o f  
e x p r • e s s  i on  was  v e r y  l i t t l e  d i f  f  e r e n  t  t o  th i e c o n  t r o  1 
( A 3 ) .  T he  c o n t r o l  f o r  t h e  s e c o n d  f a i l e d  t o  d e m o n s t r a t e  
t h e  s i t e  ( D 3 ) .
4 o f  t h e  5 s a m p l e s  w e r e  s e t  up  i n  c u l t u r e s  
c o n t a i n i n g  57. s e r u m  ( B2 ,  C3,  D2 a n d  E 2 ) ,  a l l
d e  i ti o r I s  t  r  a t  e d t  h e f  r  a g i 1 e ( X ) s i  t  e . C u l  t u  r  e s c o n t  a i n i n g
57. se r u r n  s h o w e d  t h e  h i g h e s t  e x p r e s s i o n ,  p a r t i c u l a r l y
wh en u s e d  i n c on  j u n c t i o n  w i t  h o t  h e r  f  a c t o r  s . O n l y  o n e  
c u l t u r e  ( 0 2 )  w a s  s e t  up w i t h  no  s e r u m .  T h i s  c u l t u r e  
p r o d u c e d  a h i g h  l e v e l  o f  e x p r e s s i o n  o f  t h e  f r a g i l e  
s i t e ,  b u t  t h e  q u a l i t y  o f  t h e  c u l t u r e  a nd  t h e  r e s u l t i n g  
c h r o m o s o m e s  w e r e  v e r y  p o o r ,  i t  was  d e c i d e d  n o t  t o  u s e  
a n y  c u l t u r e s  w i t h o u t  s e r u m .
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I n  r o u t i n e  b l o o d  c u l t u r e s  t h e '207.  s e r u m  i s
g e n e r  a l l y  rn a d e u p o f  15 7. f  o e t  a 1 c: a 1 f  s  e r  u rn a r i d 5 7 h u rn a n
AB s e r u m ,  t h e  r e d u c e d  l e v e l s  o f  s e r u m  u s e d  i n  t h i s
p r o j e c t  w e r e  e n t i r e l y  human AB s e r u m .  S e r u m  i s  a d d e d  t o  
b 1 o o d c u 1 t  u r  e  s  t  o s  u s t a i n  g r  o w t  h , h e n c  e t  h e p o o r  g r  o w t  hi 
o b s e r v e d  i n  t h e  c u l t u r e  w i t h o u t  s e r u m .
3 . 6 . 2  The__addj_t ]_on__of  m§? t h Q t r  e x a t e
M e t  h o t  r  e x  a t e  ( M T X ) f  r  o rn 0 . 0 5  -  2 . 0 0  u g /  rn 1 , f i n a l  
c o n c e n t r a t i o n , was  a d d e d  t o  some c u l t u r e s .  I t  wa s  a d d e d  
e i t h e r  a t  t h e  s t a r t  o f  t h e  c u l t u r e  p e r i o d  o r  2 4  h o u r s  
p r i o r  t o  h a r v e s t i n g .  I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  MIX 
s  11 o u 1 d b e r  e rn o v  e d f  r  o rn t  h e rn e d i a b e f  o r • e a d d i n g
c o  1 c h  i c i ne  b e c a u s e  MIX a 1 t e r  s  t h e  e f  f  e c  t s  o f  t h e
c o l c h i c i n e ,  h o w e v e r  t h i s  was  f o u n d  t o  b e  u n n e c e s s a r y .
C u l t u r e s  g r o w n  i n  m e d i a  c o n t a i n i n g  MTX
t h r o u g h o u t  w e r e  f o u n d  t o  s ho w  v e r y  l i t t l e  c e l l
a c t i v i t y .  MTX i s  a c e 11u 1a r  p o  i s o n  wh i c h  k i l l s  c e l l s  
when u s e d  a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s .  MTX,  a d d e d  t o  
c u l t u r e s  f  o r  t  h e  l a s t  2 4  h ou  r  s , s  i g n i f  i c  an 1 1y i n c  r  ea s e d  
t h e  p e r c e n t a g e  o f  f r a y i l e ( X )  s i t e s  o b s e r v e d  i n  a l l  
c a s e s  e x c e p t  E6 w h e r e  t h e r e  was  p o o r  g r o w t h .  MTX
a 11 owed p o s  i t  i v e  i d e n t  i f  i c a t  i on  o f  a 11 t h e  p a t  i e n t s  
s t u d i e d .
A f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 5 u g / m l  o f  MTX was 
f o u n d  t o  b e  t h e  o p t i m u m  c o n c e n t r a t i o n  f o r  d e m o n s t r a t i n g  
t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e ,  a n d  s t i l l  p r o d u c e  a r e a s o n a b l e  
rn i t o t  i c i n d e x  ar i d  g o o d  c h r  omosorne a p p e a r a n c e .
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3 . 6 . 3  J  h § _ a d d j. t  j  o  n .... o f .. F LJ d R
A d d i t i o n s  o f  FUdR t o  c u l t u r e s  w e r e  p e r f o r m e d
a s  f o r  MTX. H i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  FUdR p r o d u c e d  p o o r ,  
o r  no  g r o w t h ,  h o w e v e r  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  i t  c o u l d  be  
l e f t  i n  t h e  c u l t u r e  t h r o u g h o u t ,  e v e n  i n  9 6  h o u r
c u l t u r e s ,  w i t h  l i t t l e  d e l e t e r i o u s  e f f e c t .
FUdR wa s  f o u n d  t o  b e  t h e  m o s t  s u c c e s s f u l  
a d d i t  i v  e u s  e d i n t  h i s  p r  o j  e c t . I t s  o p t  i rn u rn 
c o n c e n t r a t i o n  was  f o u n d  t o  b e  0 . 6 u g / r n l ,  f i n a l  
c o n c e n t r a t i  o n . H i g h e s t  e x p r e s s i  o n , u s  i ng  FUdR was 
o b t a i n e d  a f t e r  u s i n g  i t  a l o n e  t h r o u g h o u t  a 9 6  h o u r
c u l t  u r  e p e r  i o d , o r  u s i n g  i t  i n  c o n j  u n c t  i on  wi  t  h MTX f  o r  
t h e  l a s t  2 4  h o u r s  o f  a 72  h o u r  c u l t u r e .
3 .  6 .  4 The  .....acid i t  j _ gn_ o f  _BUdR
A d d i t i o n  o f  BUdR was  u n s u c c e s s f u l  on  t w o  
c o u n t s .  F i r s t l y  i t  was  d e l e t e r i o u s  t o  c e l l  g r o w t h  when 
a d d e d  i n  h i g h  c o n c e n t r a t  i o n s ,  p r o d u c i n g  a l a r g e  n u m b e r  
o f  c h r o m o s o m e  b r e a k s  a n d  s e c o n d l y  i t s  a d d i t i o n  d i d  n o t  
i n c r e a s e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e ,  t h e  
n u r n be r s  o f  f r a g i l e  s i t e s  o b s e r v e d  s h o w e d  a d e c r e a s e  i n
e x p r e s s  i o n .
P i l o t  pir o Jec t  c; y t • .1
3 . 6 . 5  J h e _ e f f e c t _ o f . t he_ .pH
The? pH w a s  f o u n d  t o  f a l l  d u r i n g  c u l t u r i n g ,  b u t  
n o t  t o  a n y  g r o a t  e x t e n t ,  t h e r e  was  1 i t t l e  d i f f e r e n c e  
be-* t w e e n  a n y  o f  the.- s a m p l e s ,  o r  m e t h o d s  ue.ed,  b o  i ng  
a l w a y s  b e t w e e n  6 . 9  a n d  8 . 0 .  No e f f & u t  d u e  t o  t h e  pH o f  
t h e  rn e d i a w a s  n o t i c e d .
3 . 6 . 6  A 1 t e r j  n g _t h e _ l e n g t h _ o f  _t h e _ c u 1 t u r e
T h e  s t a n d a r d  l e n g t h  o f  b l o o d  c u l t u r e s  i s  7 2  
h o u r s .  T i m e s  o f  4 8 ,  7 ?  ar i d  9 6  h o u r s  w e r e  u s e d  i n  t h e
p i 1o t  ;p r c j e c t , I h e  c e l l  c y c l e  t a k e s  2 4  h o u r s ,  h e n c e  t h e  
t i m e s  c h o s e n .  T h e  s t a n d a r d  c u l t u r e  t i m e  p r o d u c e d  g o o d  
c e l l  g r o w t h  ar id g o o d  r n e t a p h a s e  s p r e a d s ;  t h e  s h o r t e r  
c u 1 t u r  e s  a I s o  p r o d u c e d  g o o d  s p r e a d s  bu  t  t h e  i r  n u i n b o r  
wni -  g r e a t l y  d i rn i n i s h e d ; t h e  l o n g e r  c u l t u r e s  w e r e  n o t  o f  
a s  g o o d  q u a ! i t y ,  p r e s u m a b l y  d u e  t o  s h o r t a g e  o f
n u t  r  i e n t  s  r  e  q u i r ■ e d f  o  r  g r • o w t  h t o  tu a r  d s t h e  e n d .
T h e  p e r c e n t a g e  o f  f r a g i l e ( X )  s i t e s  s e e n  w a s  
n o t  n o t i c e a b l y  a l t e r e d  b y  c h a n g i n g  t h e  c u l t u r e  l e n g t h  
a l o n e .  C u l t u r e s  c o n t a i n i n g  FUdR t h r o u g h o u t  a 9 6  h o u r  
c u l t u r e  s h o w e d  a s m e l l ,  b u t  n o t  s i g n i f i c a n t ,  i n c r e a s e  
i n  e x p r e s s i o n ;  c u l t u r e s  c o n t a i n i n g  MTX p r o d u c e d  h i g h e r -  
e x p r e s s  i o n  i n  7 2  h o u r  c u l t u r e s .
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3 .  6► 7 A], t e r  i n g  t h e _ 1e n g t  h,_o f x p a & u r e _ t . Q o l e h  hr  jme
T h e  s t a n d a r d  l e n g t h  o f  e x p o s u r e  t o  c o l c h i c i n e  
i s  t h r e e  h o u r s  p r i o r  t o  h a r v e s t i n g .  T i m e s  o f  2 ,  3 a n d  4 
h o u r s  w e r e  u s e d  i n  t h e  p i l o t  p r o j e c t .
AI  t e r  i ng  t h e  c o l c h i  c i ne  e x p o s u r e  on 1y  a f f e e  t e d  
c h r o m o s o m e  a p p e a r a n c e ,  h a v i n g  n o  e f f e c t  on  e x p r e s s i o n  
o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e .  The  l o n g e r  t h e  c u l t u r e s  w e r e  
l e f t  e x p o s e d  t o  c o l c h i c i n e  t h e  s h o r t e r  t h e  c h r o m o s o m e s  
a p p e a r e d ,  m a k i n g  i t  h a r d e r  t o  s e e  a n y  f r a g i l e  s i t e s .  I f  
t h e  c h r o m o s o m e s  w e r e  t o o  l o n g ,  a s  i n  a s h o r t  c o l c h i c i n e  
e x p o s u r e ,  a f r a g i l e  s i t e  c o u l d  toe m i s s e d ,  d u e  t o  a 
l a r g e  a m o u n t  o f  c h r o m o s o m e  o v e r l a p .  A l s o  i n  v e r y  l o n g  
c h r o m o s o m e s  a f r a g i l e  s i t e  i s  o f t e n  d i f f i c u l t  t o  
d i s t i n g u i s h  f r o m  a k i n k  o r  c o n s t r i c t i o n  i n  t h e  
c h r o m o s o m e .  I t  was  d e c i d e d  t o  u s e  a s t a n d a r d  t ime? o f  
t h r e e  h o u r s  e x p o s u r e  t o  c o l c h i c i n e  i n  t h i s  p r o j e c t .
Q9Q£ly§.i9Q§_fCQ[0_ttlg_B.iiQt_.B.C.Q
The s a m p l e s  u s e d  i n  t h i s  p i l o t  p r o j e c t  w e r e  
o b t a i n e d  f r o m  t h e  o n l y  k n o w n  i n d i v i d u a l s  w i t h  t h e  
f r a g i l e ( X )  s i t e  i n  t h e  S . W.  Thames  r e g i o n a l  h e a l t h  
a u t h o r i t y .  Eac h  p a t i e n t  h a d  b e e n  p r e v i o u s l y  b l e d  f o r  
c h r o m o s o m e  s t u d i e s  on  a n u m b e r  o f  o c c a s i o n s  i n  t h e  
p a s t ,  i t  was  t h u s  d e c i d e d  t o  s u b j e c t  e a c h  t o  o n l y  o n e  
f u r t h e r  s a m p l i n g  f o r  t h i s  p r o j e c t .  H a v i n g  o n l y  f i v e  
s a m p l e s  a nd  a l a r g e  n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  m e t h o d s  t o  t r y  
out -  i t  was  n e c e s s a r y  t o  p e r f o r m  t h e  t e s t s  on  a t r i a l  
a n d  e r r o r  b a s i s .  F o r  p r a c t i c a l  r e a s o n s  i t  wa s  n o t  
p o s s i b l e  t o  s e t  up  m o r e  t h a n  s e v e n  c u l t u r e s  f r o m  e a c h  
p a t i e n t .  I t  was t h u s  n o t  p o s s i b l e  t o  r e p e a t  m o s t  o f  t h e  
c o n d i t i o n s .  O n l y  t h o s e  c o n d i t i o n s  t h a t  a p p e a r e d  t o  
p r o d u c e  a s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e ,  o v e r  t h e  s t a n d a r d  
c o n d i t i o n s ,  i n  f r a g i 1e ( X ) e x p r e s s i o n  w e r e  r e p e a t e d .  I t  
w a s  n o t  p o s s i b l e  t o  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  t r e a t m e n t  
e f f e c t s  a nd  w h a t  c o u l d  b e  s i m p l y  d u e  t o  c u l t u r e
F r o m  t h e  r e s u l t s ,  s u m m a r i s e d  a b o v e  a nd  i n  t h e  
t a b l e  b e l o w ,  i t  was h o w e v e r  c o n c l u d e d  t h a t  f o u r  c u l t u r e  
m e t h o d s  s h o u l d  be  e m p l o y e d  f o r  e a c h  s a m p l e  u s e d  i n  t h e  
p r o j e c t  , o-2 £ see Ha si am et si., , 1934 see back of
t h e s i s ) . T h e s e  m e t h o d s  a r e  a s  f o l l o w s : - '
1 > 2 0 ’/ _ C y L I U R E — 207. s e r u m  f o r  7 2  h o u r s  
2 )  57J 2ULTURE— 5 7  s e r u m  f o r  7 2  h o u r s  
3 ) F 9 6 _ C U L T U R E— 57. s e r u m  w i t h  FUdR f o r  9 6  h r s
4> F±M_CULIUR.E— 57. s e r u m  w i t h  MTX a n d  FUdR
b o t h  a d d e d  f o r  t h e  l a s t  24  o u t  o f  7 2  h o u r s  
( s e e  a l s o  t a b l e  2 )
( f o r  a m o r e  d e t a i l e d  l i s t  o f  b l o o d  c u l t u r e  t e c h n i q u e s  
u s e d  s e e  t h e  a p p e n d i x )
A l o w  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h y m i d i n e  was a d d e d  a t '  
t h e  b e g i n n i n g  o f  some c u l t u r e s  i n  t h e  m a i n  p r o j e c t
b e c a u s e  a d d  i t  i on o f  t hy r n  i d i n e  h a s  b e e n  c 1 a i rned t o  
r e d u c e '  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  
( S u t h e r l a n d  1 9 7 9 a ;  G l o v e r  1 9 8 1 ) .  T h e  a i m  o f  t h e  p i l o t  
p r o j e c t  was  t o  p r o d u c e  a m e t h o d  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  
f r a g i l e ( X )  s i t e ,  n o t  d e c r e a s e  i t s  p e n e t r a n c e ,  t h u s  t h e  
a d d i t i o n  o f  t h y m i d i n e  t o  c u l t u r e s  d i d  n o t  f o r m  p a r t  o f  
t h e  p i l o t  s t u d y .
Pilot- Pro jec. t PcLge X I sb
By  u s i n g  t h e  f o u r  m e t h o d s  o u t l i n e d  a b o v e  i t  
wa s  h o p e d  t h a t  t h e  f r e q u e n c y  o f  f a l s e  n e g a t i v e s  w o u l d  
b e  much r e d u c e d  t h a n  when  u s i n g  o n l y  o n e  m e t h o d ,  
h o w e v e r  g o o d  i t  may b e .  F a l s e  p o s i t i v e s  a r e  m o r e  o f  a
p r o b l e m ,  i e .  when  s h o u l d  a p o s i t i v e  d i a g n o s i s  b e
r e c o r d e d ?  The c r i t e r i a  u s e d  i n  t h i s  p r o j e c t  f o r  a
p o s i t i v e  d i a g n o s  i s  was  ' a t  l e a s t  t w o  c e l l s ,  s h o w i n g  
c l e a r  f r a g i l e ( X )  s i t e s ,  a f t e r  p o o l i n g  t h e  d a t a  f r o m  a l l  
f o u r -  c u l t u r e s .  O n l y  1 c a s e  ( c a s e  A I  T a b l e  1 8 )  wa s  f o u n d  
w i t h  o n l y  1 f r a g i l e ( X )  s i t e ,  o u t  o f  9 3  o b s e r v e d .  T h i s  
p a t i e n t  h a s  b e e n  i n c l u d e d  b e c a u s e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  
s t u d i e s  w e r e  a l s o  p e r f o r m e d  on  t h i s  c a s e  a r i d  o t h e r
f r  ag i 1 e ( X ) rn i t o s e s  w e r e  d e r n o n s t r a t e d  w i t h  t h e  h i g h e r  
r e s o l u t i o n  a v a i l a b l e .
T a b l e  2
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4 . 1  I i i  t r  a d u c  t  j  d n
T h e  o r i g i n a l  a i me o f  t h e  s u r v e y  w e r e  
t h r e e f o l d .  F i r s t l y  i t  was  i n t e n d e d  t o  t e s t  i n d i v i d u a l s  
w i t h  n o n - E p e e  i f  i c m e n t a l  r e t a r d a t  i on f o r  t h e  f r a g  i 1e ( X  )
s i t e ;  a s c e r t a  i n i t  s  f  r  e  q u e  n c y  a rn o n g s  t  I  h e m e  n t  a 1 1 y
r e t a r d e d  p o p u  1 a t  i o r i ; a r i d  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  
f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e  i s  a s i g n i f i c a n t  f a c t o r  a m o n g s t  
t h e m .  S e c o n d l y  i t  w a s  h o p e d  t o  b e  a b l e  t o  t - e s t
r e l a t i v e s  o f  f r a g i l e ( X )  i n d i v i d u a l s ,  t o  d e t e r m i n e  
i n h e r i t a n c e  p a t t e r n s  a n d  c o n f i r m  l i n k a g e  b e t w e e n  t h e  
f r a g i l e  s i t e  a n d  m e n t a l  r e t a r d a t i o n .  T h i r d l y  i t  wa s  
h o p e d  t o  be  a b l e  t o  a d d  some  ins.  i g h t ,  t o  t h e  p r e s e n t !  y  
c on  f u s e d  i d  e a s , a s  t  o t  h e rn e c h a n i s  m b e h i n d  t  h e
f r a g i l e ( X )  s i t e  a n d  i t s  a p p a r e n t l y  a s s o c i a t e d  m e n t a l  
r e t a r d s  t  i o n .
4 . 1 . 1  Bampl^e_p.opu l_at  j_gn
The f i r s t  g r o u p  o f  p a t i e n t s  tested came  f r o m  
N o r m a n s f i e l d  H o s p i t a l  (a h o s p i t a l  f o r  t h e  s u b - n o r m a l ) .  
37  m a l e  p a t i e n t s  s u f f e r i n g  f r o m  u n d i a g n o s e d  m e n t a l  
h a n d i c a p  came f r o m  t h i s  s o u r c e .  T h e s e  s a m p l e s  w e r e  
s u p p l  i e d  by D r .  V.  A n n e s s ,  o f  S t .  G e o r g e ' s  H o s p i t a l  i n  
T o o t i n g ,  L o n d o n .  Any individual with unexplained mental 
retardation was considered for this project. Patients 
who had a known c a u s e ,  or a likely cause, for their
n r i f  r h r .retardation were ot i. X w- J. j
S u r v e y  P a g I P O
I t  had  a l s o  b e e n  h o p e d  t h a t  D r  A n n e s s  w o u l d  be 
a b l e  t o  g e t  p e r m i s s i o n  t o  o b t a i n  b l o o d  s a m p l e s  f r o m  
i nd i v  i d ua  1 s f r o m  s p e c  i a 1 s c h o o l  s  f o r  t h e  s u b - n o r m a  1 . 
U n f o r  t u n a t e l  y ,  f o r  a number-  o f  r e a s o n s ,  i t  p r o v e d  
d i f f i c u l t  t o  o b t a i n  many  s a m p l e s  f r o m  s u c h  s c h o o l s .  
On 1 y  t  wo sc h oo  1 s  c: o a p e r  a t  ed  p r  o v  i d i n g 13 su  i t  ab 1 e m a l e s  
i e . rna 1 e s w i t  h n o n -  s  p s c  i f  i c rn a n t a  1 r  a t  a r  d a t  i o  n . T h a  r  e 
w e r e  t h u s  o n l y  5 0  i n d i v i d u a l s  f r o m  s p e c i a l  s o u r c e s .  
T h e s e  w e r e  s u p p l e m e n t e d  b y  a f u r t h e r  165 p a t i e n t s  ( 1 4 9  
rn a l e :  16 fern a 1 e ) w h o w e r  e r e f e r r e  d t  o t  h e S.  W. Th a rn e s
r  eg  i on a 1 hea  1 t  h l a  b o r  a t  o r y  a s  pa  r  t  o f  t  h e  r  o u t  i n e w o r  k . 
T h e s e  p a t i e n t s  c o n s  i s t e d  o f  a l l  t h o s e  r e f e r r e d  w i t h  
d i a g n o s e s  o f  n o n - s p e c i f i c  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  o r  
s u b -  n o r  rn a 1 i t  y  ( e d u c a t i o  n a 1 1 y  s  u b - n o r m a l  or- s  1 i g h 1 1 y  
s ub - - n o r m a  l ) .
The  s u r v e y  was  p e r f o r m e d  on a t o t a l  o f  261  
i nd i v  i d ua  1 s  ( 3 2 4  rna 1 e : 3 7  f  erna 1 e ) o f  wh i ch  11 ( 8  rna 1 e :
3 f e m a l e )  w e r  e e >•: e l u d e d  d u e t  o h a v  i n g c  h r  o rn o s  o rn a 1 
a bno r r na  1 i t  i e s  o t h e r  t h a n  t h e  f r a g  i 1 e ( X ) s i t e  ( T a b  1 e 3  ) .  
T h e  s a m p l e  c o n s i s t e d  o f  2 1 5  ( 1 9 9  m a l e :  16 f e m a l e )  f r o m
i nd i v  i d u a 1s w i t h  men t a 1 r e  t a r d a  t  i o n ; 21 ( 5  m a l e :  16
f  e  rn a l e )  f  r  o rn n o r rn a 1 r  e 1 a t  i v  e s , i e . r  e 1 a t  i v  e s  w i t  h n o 
known  a b n o r m a l  i t  i e s ;  a nd  2 5  ( 2 0  m a l e :  5 f e m a l e )  f r o m
n o r  rn a 1 i n  cl i v  i d u a 1 s  t  o a c. t  a s  c o  n t  r  o 1 s . T h e s e c o n t r o l  s  
w e r e  t  a k e n f  r  o m t h e  r o u t i n e  s  a rn p 1 e s  t  h a t  c a rn e i n t  o t  t i e 
l a b o r a t o r y ,  t h e y  w e r e  c h o s e n  a t  r a n d o m  f r o m  p a r e n t a l  
b l o o d s  w h i c h  h a d  b e e n  s h o w n  n o t  t o  h a v e  a n y  c h r o m o s o m a l  
abno r r na  1 i t  i e s .
I Q I f t L _ § A MP L i _ Sy M M A RV
S a m p l e s
(men R e f e r r e d  Re l ^a t  £ v e e  T o t  al_s
o u n d  t o  b e  f r a ( X ) 1 8 9
o u n d  w i t h  c h r  a b n o r m s T 0 o
o u n d  t o  b e  n o r m a l 12 8 2 0
T o t a l  women 16 16 TO
n
o u n d  t o  b e  f r a ( X ) TO 0 TO
o u n d  w i t h  c h r  a b n o r m s 8 0 O
o u n d  t o  b e  n o r m a l 1 59 5 1 64
T o t a l  men
ta_l
1 99 5 2 0 4
o u n d  t o  b e  f r a ( X ) 3"T 8 41
o u n d  w i t h  c h r  a b n o r m s 11 0 11
o u n d  t o  b e  n o r m a l 171 13 1 8 4
T o t a l 2 1 5 21 2 3 6
• f i g u r e s  a r e  a c t u a l  n u m b e r s  f o u n d
A f u r t h e r  2 5 .  2 0  m a l e  a n d  5  f e m a l e ,  s a m p l e s  w e r e  
s e t  up  f r o m  n o r m a l  i n d i v i d u a l s  t o  a c t  a s  c o n t r o l s .  
A l l  o f  t h e s e  c o n t r o l s  h a d  n o r m a l  c h r o m o s o m e s .
T h e  11 s a m p l e s  w i t h  c h r o m o s o m a l  a b n o r m a l i t i e s  w e r e  
e x c l u d e d  f r o m  t h e  s u r v e y .
A l l  5  m a l e  r e l a t i v e s  w e r e  b r o t h e r s ,  6  o f  t h e  f e m a l e  
r e l a t i v e s  w e r e  m o t h e r s  who  w e r e  o b l i g a t e  c a r r i e r s ,  8  
w e r e  s i s t e r s  a nd  t h e  r e m a i n i n g  2  n i e c e s .
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4 .  1 . 2  M e t  h Q d s  _ u s  e d
Four-  b l o o d  c u l t u r e s  w e r e  s e t  up  f r o m  e a c h
p a t i e n t  s t u d i e d .  The  c u l t u r e  m e t h o d s  u s e d  w e r e  t h e  o n e s
d e v e l o p e d  i n  t h e  p i l o t  p r o j e c t .
4 . 1 . 2 . 1  C y l t u r e _ t e c h n j g u e s
T h e r e  a r e  t w o  s t a n d a r d  m e t h o d s  o f  c u l t u r i n g
b l o o d  l e  u c o c y  t  e s ; m a c r o  c u l t  u r  e  s  a n d  rn i c r  o  c u 1 t  u r  e  s .
M i c r o  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  u s e d  t h r o u g h o u t  thi  i s
p r o j e c t ,  a l t h o u g h  some m a c r o  c u l t u r e s  w e r e  s e t  up 
o c c a s  i o n a l 1y . No s i gn  i f  i c a n t  d i f  f e r e n c e s  w e r e  n o t  i c e d  
b e t w e e n  t h e  t e c h n i q u e s  i n  q u a l i t y  o f  c e l l s  o r  i n  c e l l  
g r o w t  h , n e  i t  h e r • w a s a n y  d i  f  f  e r  e n e e  n o t  i c ed i n  t h  e 
p e r c e n t a g e s  o f  c e l l s  p e n e t r a n t  f o r  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e .  
T h e  m i c r o  t e c h n i q u e  is:- t h e  s i m p l e s t  t o  s e t  up  a nd  a l s o
r e q u  i r e s  l e s s  b l o o d ,  h e n c e  t h e  c h o  i c e  o f  t h i s  rne t1 i od .
4 . 1 . 3  Ro s y l . t s . . . o f „ _ . t h e_ _ s u r yey  ( s e e  T a b l e s  3 ,  4 a nd  1 8 )
4 .  1 . 3 .  1 R e f  e r r e d  ...„f erna l e _ p a  t  ] _en t s
T h e r e  w e r e  16 f e m a l e s  r e f e r r e d  t o  t h e
1 a b o r a  t o r - y  w i t h  n o n - s p e c  i f  i c rnen t a  1 r e  t a r d a  t  i on o r  
s u b - n o r ■ m a 1 i t  y , o r 11 y  1 o f  w h o rn was  s  h o w n t  o d e i n o n s  t  r  a t  e 
t h e  f r a g  i 1 e ( X ) s i  t e , i n  on 1 y  1.  57. o f  c e  1 1 s  exarn i n e d  
( s e e  T a b l e  1 8 ) .  3 o f  t h e s e  p a t i e n t s  w e r e  f o u n d  t o  h a v e  
c h r  o rn o s  o  rn a 1 a b n o r  rn a 1 i t  i e s , 2 w i t  h s  e x  c h r  o rn o s o rn a 1
a bn o r r n a  1 i t  i e s  and  1 w i t h  D o w n ' s  s y n d r o m e .  The  r e m a i n i n g  
12 w e r e  c h r o m a s o m a  11y  n o r m a l .
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4 .  1 . 3 . 2  R e f  e r r e d -  mal  § j i a  t ] . § n  t s
T h e r e  w e r e  199  r e f e r r e d  rna 1 e p a t i e n t s ,  3 2  w e r e  
s how n  t o  h a v e  t h e  f r a g  M e  (X 5 s i  t e  a nd  3 h a d  o t h e r  
c h r o m o s o m a l  a b n o r m a l i t i e s  t o  a c c o u n t  f o r  t h e i r  m e n t a l  
r e t a r d a t i o n ,  3 K1 i n e f e 1 t e r ' s  s y n d r o m e ,  3 D o w n ' s  
s y n d r o m e ,  1 w i t h  a r i n g  21 c h r o m o s o m e  a n d  1 w i t h  an  
i n d s t e r r n  i n a t e  f r a g m e n t « O f  t h e  3 2  w i t h  t h e  f r a g  i 1 e ( X ) 
s i t e  7 w e r e  f r o m  N o r r n a n s f  i e l  d h o s p i t a l ,  2 w e r e  f r o m  t h e  
s p e c i a l  s c h o o l s  a nd  t h e  r e m a i n d e r  w e r e  r e f e r r e d  t o  t h e  
1 a bo r  a t  o r y  a s  p a r  t  a f  t h e  r  o u t  i n e  wor • k .
O n l y  i n d i v i d u a l s  w i t h  n o n - s p e c i f i c  m e n t a l  
r e t a r d a  t i  on w e r e  r  e qu  i r e d  f o r  t h  i s  p r o j e c  t , i n d i v i d u a l s  
w i t h  o t h e r  c h r o m o s o m a l  a b n o r r n a 1 i t i e s  h a v e  b e e n  e x c l u d e d  
f r o m  t h e  s u r v e y  ( D o w n ' s  a n d  K1 i n e f e l  t e r ' s  e t c .  s h o u l d  
h a v e  b e e n  r e c o g n i s e d  c l i n i c a l l y  b y  t h e  t i m e  t h e  
p a t i e n t s  w e r e  s a m p l e d  f o r  t h i s  s u r v e y  and  c a n  n o t  b e  
c l a s s e d  a s  n o n - s p e c  i f  i c m e n t a l  r e t a r d s t i  on ) .
4 .  1 . 3 . 3  R e i d . t:. i . yes
11 h a d  b e e r » h o p e d  t o  b e  a b 1e t o  p e r f o r m  
■Pol 1 o w - u p  s t u d  i e s  on f am i 1 y  m e mb e r s  o f  i nd  i v  i d ua  I s  w i t h
t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e .  However  i t  was  o n l y  p o s s i b l e  t o
t e s t  a s m a l l  n u m b e r  o f  r e l a t i v e s ,  m o s t  b e i n g  f i r s t  
d e g r e e  r e l a t i v e s  ( s e e  T a b l e  3 ) .  h o s t  r e l a t i v e s  d i d  n o t  
w i s h  t o  be  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e i r  s u b - n o r m a l  k i n ,
p a r t  i c u l a r l y  i f  t h e  1a t t e r  w e r e  i n s t  i t u t  i o n a l  i s e d , o r  
e v e n  t o  be  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  i d e a  t h a t  m e n t a l
r  e t  a r  d a t  i o n rn a y  o c: c li r  i n t  h e i r  f a  rn i 1 i e s .
l a b i l e  4
Re s u  11 s  o f . ,  t h e  f  e rn a 1§; ...ca s e s  s h o w i n g  t  h e  _ be  ea h~;dnwn b e t w e e n
r e f e r  r  e d c & s e  s  fi_nd r e  1 a t  [ v e s  o £ f r a g  j_ 1 e £X ) ._P„a t  i. e n t  s
K a r y o t y p e
B§1§. h l y o s _ o £ _ .  £ r  a J X J,_E§ t j . e n  t s  
Oblige te___f hsJX) 1 Qib ..X ©1 § J? 1 y§§
! t
I F r a ( X )  on  o n e  XI 4
i
I 4
i > 
1 1 1 
t |1 1 
1 N o r m a l  i
1 I
2
1
I 6 
1
i 1
I 12  1
! 1 
! 47XXX o r  4 5 X 1
i i
0 1 0 
i
I I
1 nj>£. |I a ~ i 
1 fi i
1 47XX+21  1 
1 1__
0
I
1 0 
1
I I
i i  *  i
I i
1 I 
1 T o t a l s  1 
1 1
6
1
I 10 
1
1 16 ! 
1 I
1 1 
1 !
16
._] ...................._ ..............  I
Th e  6 o b l i g a t e  c a r r ' 
n o r  rna 1 f  a t  h e r  s . 8
e r a  w e r e  
o f  t  h e
a l l  m o t h e r s  o f  f r  
o t h e r  r e l a t  i v e s
g i l e ( X )  m a l e s  w i t h  
w e r  e s  i s  t  e  r  s  o f
R § £ § C h § d _  o a s e s
f  r  a g i 1 e ( X ) rn a 1 e s ,  t  h e r  e rn a i n i n g 2 w e r  e n o t  f  i r  s t  d eg  r  e e  r e l  a t  i v  e s
d brothers of fragile(x) males, of normal intelligence, 
were also tested but all were found to be chromosomal 1 y 
normal. Two retarded brothers were both found to have 
the fragile(x) site.
* not. included in the.project..or table IS.
T a b l e  48
Ages.. .  o f  £ erna . l e v e l s  t - i y e s ^ a n d .  f r a g  i  l e  J. X 2 „ c a r r  j..e r s
C a se  R f - l a  tJ„onshJ_Q X F r a £ X 2 ' a g e
B1 M o t h e r - !  3 2 9
8 2  M o t h e r *  14 26
E3 S i s t e r  4 2 6
84  S i s t e r  2 . 5  29
8 5  M o t h e r *  3 2  2 4
86  S i s t e r  3 14
B7 S i s t e r  4 . 5  7
8 8  M o t h e r *  3 . 5  24
8 9  R e f e r r e d  1 0 . 5  18
F I  M o t h e r *  — *  37
F2  S i s t e r  ---• 16
F3  M o t h e r *  .....-  46
F4 N i e c e  —- 9
F5 S i s t e r   -  8
F6  S i s t e r  — -• 4 7
F7  N i e c e  —  22
F8  B i s t e r    4 0
*  Two c e l l s  w h i c h  m i g h t  h a v e  b e e n  f r a g i l e ( X )
Obi  i g a t e  c a r r i e r s
F o r  c a s  e n u rn b e r  s  s e e  T a b l e  18
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21 r r l  a t  i v e s  w o r e  t e s t e d  ( 5  rna 1 e :  16 f  erna 1 e ) .  
N o n e  o f  t h e  m a l e  r e l a t i v e s ,  who  w e r e  a l l  b r o t h e r s  o f  
f r a g  i 1 e ( X ) i rid i v  i d ua  1 s , w e r e  d e  n' tc>nstr a t e d  t o  h a v e  t h e  
f r a g i l e ( X )  s i t e .  6 o f  t h e  f e m a l e s  w e r e  o b i  i g a t e  
c a r r i e r s ,  t h e  c r  i t e r  i a f o r -  an  o b l i g a t e  c a r r i e r  for the
■T,- -! 1 p  r . .  > ^ , . r . rJ .-.r , rn _, K  <p •? r- c>- I *  ^ r , «■ 1-,<r»v- , 4-U  p  f v -  1 p, /  . ,  \
The  r e  rna i n i  nq 10 f  erna 1 e r e l  a t  i v o s  c o n s  i s t e d
o f  8  s i s t e r s  a nd  ? n i e c e s  o f  a f f e c t e d  m a l e s .  H a l f  ( 8 )  
o f  t h e  f  erna 1 e r e l  a t  i v e s  d e m o n s  t r  a t e d  t h e  f  r a g  i 1 e (X ) 
s i t e  i n  some c e l l s -  b u t  o n l y  on  o n e  X - c h r o m o s o m e .  No 
c e l l  wa s  f o u n d  w i t h  b o t h  X - c h r o m o s o m e s  a f f e c t e d .
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O f  t h e  6 o b i  i g a t e  c a r r i e r s ,  4 w e r e  c l e a r l y  
p o s i t i v e  f o r  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  ( c a s e s  B 2 ,  B 3 ,  B4 a n d
B5 T a b l e  I B ) .  A f u r t h e r  i n d i v i d u a l  (cast-* F3  T a b l e  I S )
h a d  2 c e l l s ,  o u t  o f  100  o b s e r v e d ,  w h i c h  p r o b a b l y  h a d  
the-  f r a g i l e ( X )  s i t e  b u t  i t  w a s  i n d i s t i n c t .  I n  t h e  
a b s e n c e  o f  a n y  c l e a r  f r a g i l e ( X )  s i t e s  i t  was  d e c i d e d
n o t  t o  r e p o r t  t h i s  c a s e  a s  p o s i t i v e  f o r -  t h e  f r a g i l e ( X )
s i t e .  T he  r e m a i n i n g  o b l i g a t e  c a r r i e r  a p p e a r e d  t o  b e  
c h r o m o s o m a  1 1 y  n o r m a l  ( c a s e  F5  T a b l e  I B ) .  4 o f  t h e  
n o n - o b l  i g a t e  c a r r i e r  f e m a l e  r e l a t i v e s  w e r e  c l e a r l y  
d e m o n s t r a t e d  t o  h a v e  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  ( c a s e s  B 6 ,  B 7 , 
f :S a n d  B9 T a b l e  I S ) ,  t h e  r e m a i n i n g  6 ,  i n c l u d i n g  b o t h  
n i e c e s ,  h a d  n o r m a l  k a r y o t y p e s  ( T a b l e  4 ) .  A l l  • v- m a l e  
r e l a t i v e s  w e r e  s u p p o s e d l y  o f  n o r m a l  i n t e l l i g e n c e ,  n o n e  
o f  t h e m  h a d  a n y  o t h e r  c h r o m o s o m a l  a b n o r m a l i t y  ( s e e  
T a b l e  4 ) .
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4 .  1 . 3 .  4 C i | i t u r e s g r o w n _ IA iO.^
3 D-r t h e  m a l e  f r a g i l e ( X )  s a m p l e s  w e r e  r e p e a t e d  
t o  c h e c k  t h e  r e p r o d u c i , b  i 1 i t y  o f  t h e  f o u r  c u l  t u i e  
Ft i e t ! i o d s . A f  i f  t  h c u 1 t  u r  e , c o n t  a i n i n g t  h y m i d i n e , F U d R 
and  MIX f o r  t h e  l a s t  24  h o u r s  was a l s o  s e t  up on  t h o s e  
s a m p l e s .  T h e s e  c u l t u r e s  s h ow ed  s  i gn  i f  i c a n t !  y  l e s s  
e x p r e s s  i on  t h a n  t h e  o t h e r s  w h i c h  w e r e  a l l  f o u n d  t o  g i v e  
r e s u l t s  s i m i l a r  t o  t h e  o r i g i n a l  r e s u l t s  ( s e e  T a b l e  5 ) .
4 . 1 . 4  I  n t  e r  g r  e t  a t  j  o  n .... o  f  _ t  h y r  v  e y  r  e s  u 1 1 s
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L 'g t a r d a t lg n
E x c l u d i n g  t h e  p a t i e n t s  s h o w n  t o  h a v e  
c h r  o rn o s  o i (i a 1 a b n o r  rn a 1 i t  i e s , 204- i n  d i v  i d u a 1 s  uj i t  hi
n o n -  s p e c i f  i c rn e n t  a 1 r  e t  a r  d a t  i o n uj e r  e t  e s  t  e d f  o r  t  h e 
f r a g i l e ( X )  s i t e .  1 f e m a l e ,  o u t  o f  1 3 ,  ' a n d  3 2
m a l e s ,  o u t  o f  191 ( 1 6 .  S7.), w e r e '  d e r n o n s t r a  t e d  t o  h a v e
t h e  s i t e .  T h i s  r e p r e s e n t s  a c o n s i d e r a b l e  i n c r e a s e  i n  
t h e  m a l e s ,  b e i n g  o n e  s i x t h  o f  a l l  t h o s e  t e s t e d .  T h e  
f r a g i l e ( X )  s i t e  a p p e a r s  t o  b e  a g o o d  m a r k e r  f o r  
n o n - s p e c i f i c  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  i n  m a l e s ,  h o w e v e r  t h i s  
d e  p o r i d s  o n t  h e f  r  e q u e n c y  o f  t h e  f r a g  i 1 e (X ) s i  t  e uj i t  h i n 
n o r m a  1 p o p u  1 a t  i o n s  ( s e e  s e c t  i on  2 . 3 . 5 ) .  On t h  i s  srna 1 1 
s a m p l e  t h e  f r a g i l e ( X )  s  i t-e i s  s h o w n  t o  b e  i n s  i gn  i f  i c a n  t  
i n  f e m a l e s ,  w h e r e  o t h e r  c h r o m o s o m a l  a b n o r rn a  1 i t  i e s  ( a t  
1 8 . 8 7 .) a r e  a mor e s i g n i f i c a n t  c a u s e  o f  u n e x p  l a i n e d  
rn e n t  a 1 r  e t a r d a t i o n .  C h r  o m cd soma 1 a b n o  r  m a 1 i t  i e s  d o n o t  
f e e ? t o r e  v e r y  h i g h l y  i n  t h e  m a l e s  ( 4 . 2 7 . )  b u t  t h i s  may b e  
d u e  t o  t h e s e  b e  i ng  m o re  r e a d  i 1y  c l i n i c a l l y  r e c o g n  i s e d .
£,u! v ' f y  R ^ g c  i ? b
T h o s e  r e s u l t s  a r e  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e
p u b l i s h e d  l i t e r a t u r e  c o n f i r m i n g  the-  assoc .  i a t  i on o f  t h r
f r  ag i 1e ( X > s i t e  uj i t h  rnenta  1 r e t a r d a  t  i o n  . H o u iev e r  t h e
per t  on  t  a g o  o f  ms 1 e s  f o u r  id w i t h  t  \ i o s i t e  i s  g r e a t e r  t h a n
in  o i l  i :• r  r  e  p o r  t e d  m e n t a l  1 y r  e t  a r  d e d  p o  p u l a  t  i o n s  (■ o  e
sec t  i or i £ . 3 . 4  ) .  T h i s  a s s o c i a t i o n  h a s  g e n e r a l l y  b e e n
t h o u g h t  t o  b e  d u e  t o  a s e x - l i n k e d  r e c e s s i v e  g e n e .  T h e s e
r e s u l t s  a r e  b r o a d l y  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h i s  i d e a ,
h o w e v e r  t h e .  f e m a l e  s h o w i n g  b o t h  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  a nd
a l o w  p e n e t r a n c e  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  i n d i c a t e s ,  t h a t
i f  t h i s  h y p o t h e s i s  i s  c o r r e c t ,  so m e  i n c o m p l e t e
d o m i n a n c e  m u s t  o c c u r .  R e s u l t s  o f  f i r s t  d e g r e e  r e l a t i v e s
a i . s o  a g r e e  w i t h  a s e x —l i n k e d  r e c e s s i v e  g e n e  f o r
t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e .  No n o r m a l  m a l e  r e l a t i v e  was  f o u n d
t o  d e m o n s t r a t e  t h e  s i t e  w h e r e a s  8 f e m a l e  r e l a t i v e s  d i d ,
i n c l u d i n g  4 o f  t h e  6 m o t h e r s  c o n s  i de - re d  t o  b e  o b l i g a t e
c a r r i e r s .  T h i s  c o n f i r m s  t h a t  t h e  mode o f  t r a n s m i s s i o n
o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  a n d  i t s  a s s o c i a t e d  m e n t a l
r e t a r d a t i o n  a p p e a r s  t o  be  t h r o u g h  t h e  m o t h e r  l e a s t
i n  o n e  g e n e r a t i o n  f a m i l i e s .  =-
4 .  1 . 4 . 3
A l o t  o f  w o r k e r s  h a v e  h a d  p r o b l e m s  i n
d e m o n s t r a  t  i ng  t h e  f  r  ag i 1 e ( X ) s i t e  i n  c a r r  i e r  f  erna 1 o s ,  
e v e n  i n  o b l i g a t e  c a r r i e r s .  T h e s e  r e s u l t s  w i t h  4 o u t  o f  
6 o b l i g a t e  c a r r i e r s  d e t e c t e d ,  a n d  a f u r t h e r  p o s s i b l e  
p o s i t i v e  c a s e ,  s h ow  t h e  a d v a n t a g e s  o f  u s i n g  a number- o f  
d i f f e r e n t  c u l t u r e  m e t h o d s  t o  l o o k  f o r  t h e  f r a g i l e ( X )
s i t e  b e c a u s e  n o  o n e  c u l t u r e  m e t h o d  s h o w e d  a l l  f o u r  
c a r r i e r s  t o  be  p o s i t i v e .
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The  p a t i e n t  n u m b e r  r e f e r s  t o  t h e  o r i g i n a l  s a m p l e  n u m b e r  i n  t h e  
s u r v e y .  T h e  f o u r  s a m p l e s  w e? r e  e a c h  r e p e a t s  w i t h  an  e x t r a  c u l t u r e  
s e t  u p ,  c o n  t a  i n i ng  thy rn  i d i n e , t o  d e t e r m  i n e  t h e  e f  f  e c  t  o f  
thy rn  i d i n e  on  t h e  e x p r e s s  i on o f  t h e  f  r a g  i 1 e (X ) s  i t e ,
F i g u r e s  i n  b r a c k e t s  a r e  f i r s t  c u l t u r e  r e s u l t s  ( s e e  T a b l e  1 8 )
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4 .  1 . 4 . 3  T h e _ f r a g j  Je_( XJ_ s i t § _  a n d ^ c i i n j  ca  1 m a n j  f  e s t a  t  j g n s
T h e  c 1 i n i  c a 1 i n f o r m a t  i on s u p p 1 i e d  wi  t h  t h e  
b l o o d  samp 1e s  was  u s u a l l y  v e r y  s c a n t  a n d  i t  was  n o t  a t  
a l l  p o s s i b l e  t o  c o m p a r e  t h e  p e n e t r a n c e  o f  t h e  
f r a g i l e ( X )  s i t e  w i t h  a n y  c l i n i c a l  a s p e c t  s u c h  a s  I . G .  
H o w e v e r  i n  a f e w  f a r n i l  i e s  m o re  t h a n  o n e  member was 
sh o w n  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  f r a g i l e  s i t e .  I n  f o u r  o f  t h e s e  
f a m i l i e s  t h e  c o n s u l t a n t  p r o v i d e d  some s u b j e c t i v e  
co m m e n t  a s  t o  t h e  m e m b e r s '  r e l a t i v e  m e n t a l  s t a t u s .  F ro m  
t h e s e  f o u r  f a r n i l  i e s  no  c o r r e l a t i o n  c o u l d  b e  s e e n  
b e t w e e n  t h e  d e g r e e  o f  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  a n d  t h e  
p e n e t r a n c e  o f  t h e  f r a g i l e  s i t e  ( s e e  T a b l e  6 ) .  T h i s  
s u g g e s t s  t h a t  a s i m p l e  h y p o t h e s i s  t h a t  " t h e  f r a g i l e  
s i t e  d i r e c t l y  causes: ; m e n t a l  r e t a r d a t i o n ,  a c t i n g  a s  an 
X " -ch rom osom e  r e c e s s i v e  g e n e "  i s  a l o n g  way  f r o m  t h e  
w h o l e  t r u t h .
E n v  i ro n rnen  t a  1 e f  f  ec  t s  on  f  r a g  i 1 e ( X )
i nd i v  i d u a 1s  c o u 1d n o t  be  c o n s  i d e r e d  b e  i ng  u n k n o w n .
Tabl§_6
Fragile IX 2 i t e _ in _•§ ife b h ips
P a t i e n t  % „ F  r  a g i  l_e _(_ X i  R g i s t J . D n e h i B ,  Q9JP.L0£-Ht
D . C .  1 9 . 5  b r o t h e r  o f  C . C .  D . C .  m o r e
C . C .  2 3 . 0  b r o t h e r  o f  D . C .  s e v e r l y  M .R .
F . T .  5 . 3  b r o t h e r  o f  H . T .  H . T .  m o r e
H . T .  7 . 0  b r o t h e r  o f  F . T .  s e v e r l y  M .R .
A.  G. 3 2 . 0  b r o t h e r  o f  B . C .  A.  B.  l o w e r  I . G .
G. G. 2 4 . 0  b r o t h e r  o f  A . G .  P o o r  s p e e c h
p a t t e r n s
T . R .  2 2 . 0  s i s t e r  o f  A . R .  V e r y . s  i rn i 1 at-
A.  R. 5 . 0  s i s t e r  o f  T . R .  a p p e a r a n c e s  ar id
toe h a v i  o u r
I n  o n e  o f  t h e s e  f o u r  f a m i l i e s  ( 1 ) ,  t h e  s i b l i n g  w i t h  t h e  
s e v e r e s t  r e t a r d a t i o n  h a d  t h e  l o w e s t  p e r c e n t a g e  o f  f r a g i l e ( X )  
s i t e s .  I n  a n o t h e r  t h e  s i t u a t i o n  was  r e v e r s e d  ( 3 ) .  I n  t h e  s e c o n d  
f a m i l y  a b o v e ,  o n e  s i b  was c q n s  i d e r a b 1y  r e t a r d e d  c o m p a r e d  t o  t h e  
o t h c r • b u t  t h  i s  was  n o t  r e f  1 e c t ed  i n t h e p e r c e n t a g e  o f  f  r a g  i 1 e ( X ) 
s i t e s  o b s e r v e d .  I n  t h e  f o u r t h  f a m i l y  b o t h  s i b s  h a d  s i m i l a r  
a p p e a r a n c e s  a n d  b e h a v i o u r  b u t  t h e  p e r c e n t a g e  o f  f r a g i l e ( X )  s i t e s -  
o b s e r v e d  was  v e r y  d i f f e r e n t .
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4 .  2 Carnpar j .  son, . o f  _... t h e _  f  Qur__cul,  t u r e  m e th « jd s
1 o o b t a  i n max: i in urn e x p r e s s  i on o f  f r a g  i 1 e ( X ) 
s i t o s  t :;r p d  i f  f  e r  en t  rnpt! tuds p 1 l is a c : on t r o  1 w p r e uspd . 
The r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m each  m e t h o d ,  w i t h  r e g a r d  t o  
f r a g i l e ( X )  e x p r e s s i o n ,  a r e  c ompar ed  b e l o w .
4 . 2 .  1 S a m p le ,  p o p y l a t , i o n
1 h i s  i e- t h e  same a s  e i j o v e  (4*  1 ■ 1 ) ■ ^
4 . 2 . 2  M e t h o d s
C u l t u r e  m e t h o d s  u s e d  a r e  d e s c r i b e d  i n  ( 3 . 7 ) .
4 . 2 . 3  R e s u l  t s  a n d ,  i n t e r p r e t a t j . o n
2 5 0  b 1 o o d s  a rn p 1 e s uj e r e  s e t  u p o u t  o f  uj h i c h 41 
(1 6 .4 7 .5  w e r e  d e m o n s t r a t e d  t o  h a v e  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e .  
O n l y  7 ( 1 7 . 1 7 )  o f  t h e s e  w e r e  e x p r e s s e d  i n  . a l l  f o u r  
c u l t u r e s  a n d  i n  10 ( 2 4 . 4 7 . )  o n l y  o n e  o f  t h e  m e t h o d s
e x p r e s s e d  t h e  s i t e .  C u l t u r e s  w e r e  s c o r e d  f o r  t h e  n u m b e r  
o f  f  r  a g i 1 e ( X ) s i  t  e  s  o b s  e r  v e d .  So in e c u 1 t  u r e s  f a i l  e d t  o 
g r  o uj o r  f a i l e d  t  o p r  o d u c: e a n a 1 y s a b 1 e rn e t  a p h a s  e s  p r  e a d a:-.
The  same c u l t u r e  m e th o d  d i d  n o t  a l w a y s  p r o d u c e  
t h e  h i g h e s t  e x p r e s s i o n  o f  f r a g i l e ( X )  s i t e s .  When o n l y  
o ne  m e t h o d  p r o d u c e d  a p o s i t i v e  r e s u l t  i t  w a s  n o t  a l w a y s  
t h e  same m e t h o d .  Some p a t i e n t s  w i t h  a f r a g i l e ( X )  s i t e  
w e r e  s a m p l e d  on m o re  t h a n  o n e  o c c a s i o n  a l l o w i n g  t i r e  
r e s u l t s  t o  b e  c h e c k e d  ,
T h e  r e s u l t s : -  f o r  t h e  41 f r a g i l e ( X )  p a t i e n t s  
a r e  s h o w n  i n  T a b l e  s e v e n .  The f o l l o w i n g  i s  a s u m m a ry  o f  
t ! t e m a i n p o i n t  s  o b s e r  v  e d .
J a b l e . . ?
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F+M“- m e d ia  w i t h  a d d e d  FUdR a n d  MTX f o r  t h e  l a s t  24  h o u r s  
•F96~ rnec.1 i a w i t h  a d d e d  FUdP. t h r o u g h o u t  a 9 6  h o u r  c u l t u r e  
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4 . 2 . 3 .  1 T h e  2Q%_ c u  L t y r e m e t  h g d M g o n t r o 1
T h e  n o r m a l  c u l t u r e  m e t h o d  p r o d u c e d
a n a l y s a b l e  r e s u l t s  i n  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  s a m p l e s  on  1y
f a i l  i n g  t o  g r o w  i n  3 .  I t  h ad  t h e  m o s t  n e g a t i v e  r e s u l t s
( 1 5 / 4 1  = 3 6 . 6 % )  b u t  s t i l l  d e t e c t e d  t h e  s i t e  i n  3 6  o f  t h e
s a m p l e s ,  6 o f  w h i c h  w e r e  n o t  p i c k e d  up  b y  a n y  o t h e r
m e t h o d .  T h e  p e r c e n t a g e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  f r a g i l e ( X )
s i t e  was  n e a r l y  a 1 w a y s  v e r y  l o w .  I t  p r o d u c e d  t h e
h i g h e s t  e x p r e s s i o n  i n  3 o f  t h e  41 p o s i t i v e  s a m p l e s  b u t
%
i n  6 o f  t h e s e  i t  was  t h e  o n l y  c u l t u r e  m e t h o d  t o  
d e m o n s t r a t e  t h e  s i t e ,  b u t  i n  o n l y  4 o f  t h e  s a m p l e s  d i d  
i t  s h o w  a h i g h e r  p e r c e n t a g e  t h a n  a n y  o t h e r  m e t h o d .  /The  
s t a n d a r d  c u l t u r e  m e t h o d  i s  o n l y  r e a l l y  u s e f u l  when t h e  
o t h e r  m e t h o d s  f a i l  t o  g r o w ,  a l t h o u g h  i t  d i d  p r o d u c e  t h e  
h i g h e s t  e x p r e s s i o n  o v e r  a l  i t h e  c a s e s  i n  1 s a m p l e  w h e r e  
i t  s h o w e d  60% e x p r e s s i o n  ( c a s e  A 2 7  T a b l e  1 3 ) .
F ro m  t h e s e  r e s u l t s  i t  a p p e a r s  t h a t  s p e c i a l  
c u l t u r e  c o n d i t i o n s  a r e  n o t  a l w a y s  r e q u i r e d  t o  
d e m o n s t r a t e  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e - .  T h e r e  i s  p e r h a p s  a 
t h r e s h o l d  e f f e c t , i e .  i n  some i n d i  v  i d u a 1s  t h e  f r a g  i 1e 
s i t e  i s  e a s i 1y  d e m o n s t r a t e d  w h i l s t  i n  o t h e r s  a s t i m u l u s  
i s  r  e q u i r  e d ,  i n  t  h e f  o r  rn e r  an a d d e d s  t  i rn u l  u s  s  e e rn s t  o 
b e  t o o  much f o r  t h e  c e l l s  a nd  t h e y  f a i l  t o  g r o w .
S u r v e y  P ag e  199
T h e  s t a n d a r d  c u l t  t r e e  w e r e  s h o w n  t o  b e  m o re  
t h a n  a s i m p l e  c o n t r o l .  The  r e s u l t s  o f  t h e  c a r r i e r  
fetna 1 e s  a r e  p a r t i c u l a r l y  i n d i c a t i v e  o f  t h i s ,  S o u t  o f  
t h e  9 f e m a l e s  d e m o n s t r a t e d  t o  h a v e  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  
w e r e  p i c k e d  up i n  t h i s  m e t h o d  c o m p a r e d  t o  o n 1y  3 i n  t h e  
b e s t  o f  t h e  o t h e r  m e t h o d s .
4 .  2 . 3 .  £ T h e  5% _se ru rn  c u l t u r e  m e t h o d **”*"* *’*    . . . . . . .  ^
v
T h e  5% c u l t u r e  m e th o d  p r o d u c e d  t h e  p o o r e s t  
g r o w t h  o f  t h e  f o u r . m e t h o d s ,  f a i l i n g  t o  g r o w  i n  15 (36/1)  
o f  the? 41 f r a g i l e ( X )  s a m p l e s .  I t  f a i l e d  t o  d e m o n s t r a t e  
t  h e s  i t  e i n  a f  li r  t  hi e r  I S  s  a rn p 1 e s p r  o cl u c. i n g a t  o t  a 1
f a i l u r e  r a t e  o f  6 5 . 9 % .  I t  n e v e r  d e m o n s t r a t e d  t h e
f r a g i l e ( X )  s i t e  w i t h o u t  a t  l e a s t  o n e  o f  t h e  o t h e r  t h r e e  
rn e t  h a d s  a 1 s  o d e rn o n s  t  r  a t  i n g i t ,  a n d i n o n 1 y  4 s  a rn p 1 o s 
d i d  i t  p r o  cl u c; e t  h e h i g hi e s  t  e x  p r  e s  s  i o n o f  1h e s  i t  e?, T h e 
s  e r  u rn c o n t  e n t  o f  t  h e s t a n d  a r  d c u l t u r e  rn e t  h o d s  u s t  a i n s 
g r o w t h ,  l o w e r i n g  t h i s  c a n  n o t  b e  t h e  r e a s o n  f o r  t h e  
p o o r  g r o w t h  b e c a u s e  t h e  F+M a nd  t h e  F 9 6  c u l t u r e s  a l s o  
h a v e  a 5% s e ru rn  l e v e l  b u t  s t i l l  g r e w  w e l l .  T h i s  p o o r  
g r o w t h  was n o t  n o t i c e d  i n  t h e  n o n - f r a g i 1e <X ) s a m p l e s  s o  
i t  c a n  n o t  b e  r e a d i 1y  e x p l a i n e d ,  b u t  may h a v e  s o m e t h i n g
t o  do  w i t h  t h e  f r a g  i 1e ( X ) i t s e l f .
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T h e s e  r e s u l  I s  i nd i c a t e  t h a t  t h i s  m e t h o d  c a n  
s a f e l y  he? d i s c  a r d  eel , i t  a d d s  n o  new i n f o r  m a t  i on  t o  t h e  
o t h e r s  a n d  on 1 y s i  i q i i t l y  i n c r e a s e s  t h e  e x p r e s s  i on o f  
t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  when i t  g r o w s .  T h i s  d o e s  n o t  
c o n t r a d i c t  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  p i l o t  p r o j e c t  w h i c h  o n l y  
i nd  i d a t e d  w h i c h  m e t h o d s  w e r e  1 i k e l y " t o  .be  t h e  b e s t  f o r  
d e m o n s t r a  t  i ng  t h e  f r a g  i 1 s  (X ) s  i t e  a n d  d i d n o t  i nd i c a  t e  
w i / e t h e r  t h e y  w o u l d  o v e r l a p  i n  t h e i r -  r e s u l t s  o r  n o t , .
v
4 .  2 .  3 .  3 I he ._ .F + M _cu l  t u r e _ m a  t h g d
T h e  F-iM c u l t u r e  m e t h o d  f a i l e d  t o  g r o w  i n  on  1 y  
5 ( 1 3 . 9 % )  o f  t h e  41 p o s i t i v e  s a m p l e s  a nd  o n l y  h a d  a 
f u r t h e r  6 n e g a t i v e  r e s u l t s ,  p r o d u c i n g  t h e  h i g h e s t  
n u m b e r  o f  p o s i t i v e  d i a g n o s e s  ( 3 0 / 4 1  = 7 3 . 9 % ) .  I t  s h o w e d  
t h e  h i g h e s t  e x p r e s s  i on  i n  31 s a m p le r s ,  3 o f  w h i c h  w e r e
n o t  p i c k e d  up b y  a n y  o t h e r -  m e t h o d ,  a nd  s e c o n d  h i g h e s t
i n  a f u r t h e r  7 .  I t  s t i l l  f a i l e d  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  
f r a g i l o ( X )  s i t e  i n  11 o u t  o f  t h e  41 c a s e s  ( 3 6 . 8 7 . ) ,  t h u s  
e v e n  t h e  b e s t  m e th o d  c a n  n o t  be  s a f e l y  r e l  i e d  on  in  
a s s e s s i n g  an i n d i v i d u a l  a s  r e g a r d s  t o  t h e  f r - a g i l e ( X )  
s  i t  e . T h i s  rne th  o d uj a s v  e r  y  s  u c c e s  s  f  u 1 i n t  h e sa  rnp 1 e s 
w h e r e  i t  p r o d u c e d  a n a l y s a h l e  g r o w t h ,  i f  t h e  g r o w t h  o f  
t h i s  m e t h o d  c o u l d  be  i m p r o v e d  i t  w o u l d  b e c o m e  a
sa  t  i s f  ac: t o r • y  rn e tho d  f  o r  t h e  s u r v e y  i ng o f  f r a g  i 1 e (X )
s  a i n p 1e s  w i t  h o u t  r  e qu i r  i n g a n y  o t h e r  c  u 1 t  u r e s .
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4.2.3.4 Ihe...F?6.. cultyre_.methud
T h e F ? 6 c. u 1 t  u r  e rn e t h  o d f  a i 1 e d t  o p r  oci 11 c e a n 
a n a l y s a b l e  r e s u l t  i n  13 < 3 1 .7 % )  o f  t h e  p u s  i t  i v e  cxvsos 
h u t  c * r*i 1 y  rn i s s e d  4 ( 1 4 , 3 a )  when i t  g r e w .  I t  p r o d u c e d  34
( 5 8 .  67, )  p o s  i t  i v e  d i a g n o s e s ,  w i t h  t h e  h i g h o s t  e x p r e s s  i on 
i n  9 ,  b u t  i t  g e n e r a l l y  s h ow ed" '  l o w e r  p e r c e n t a g e
e x p r e s s i o n  t h a n  o t h e r  p o s i t i v e  m e t h o d s .  O u t  o f  t h e  n i n e  
c a r r  i e r s  s h ow n  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  t h r e e  
w e r  e s  u c c e s s  f u l l y  p i c  ked  up b y  t  h e F 9 6  m e t  h o d  a nd o n 1y
tv
t w o  b y  t h e  F+M m e t h o d ,  t h e  s t a n d a r d  c u l t u r e  m e th o d  was  
t  hi e rnos t  s u  c c e s s f  u 1 f  o r  t  h e c a r  r  i e r  s , h owe v e r , p i c k i n g 
up  8 o u t  o f  t h e  9 a l t h o u g h  w i t h  v e r y  l o w  p e r c e n t a g e s .
The  F 9 6  r e s u l t s  sh ow  1 i t t l e  d i f f e r e n c e  in  t h e  
p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  d e m o n s t r a t  i ng  t h e  f r a g i l o ( X )  s i t e  
f  r  o rn 7 2 h a u r  c  u 1 t  u r  e s c o n t  a i n i n g F U d R t  h r  o u g 11 o  u t . T h i s 
s u g g e s t s  t h a t  t h e  p e r c e n t a g e  e x p r e s s i o n  r e m a i n s
c o n s t a n t  a t  e a c h  c e l  1 d i v i s i o n .  H o w e v e r  r e s u l t s
o b t a i n e d  f r o m  c e l l  c l o n e s  i n d i c a t e  t h a t  t h i s  i s  n o t  d u e  
t o  r n o s a i c i s r n  ( c l o n e s  g r o w n  up  f r o m  s i n g l e  c e l l s  n e v e r  
c on s  i s  t  en  t  i r  e  1 y  o f  f r a g i l e ( X )  c e l l s .  B r  y  a r» t  e  t  a 1 . , 
( l 9 8 3  >, t h e  p e r c e n t a g e  o f  f r a g i l e ( X )  c e l l s  a t  e a c h  
d i v  i s  i on  be  i ng  d e p e n d a n  t  on t h e  c u  1 t u r - e  c o n d  i t  i o n s ,  
r e g a r d l e s s  o f  t h e  s t a t u s  o f  t h e  o r i g i n a l  c e l l .
4 . 2 . 3 . 5  N o r m a l _s a m p l e s
No f r a g i l e ( X )  c e l l  was  d e m o n s t r a t e d  i n  a n y  o f  
t h e  2 0  c o n t r o l  p a t i e n t s  t e s t e d  b y  a n y  o f  t h e  f o u r  
c u 11 u r  e rn e t  hi o c:! s .
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4 .  3 F r a g  i l § ? _ 5 i t e s o t h e r  t h a n  , _ t h e  _f r a g  i 1 e ( X ..).g....27r„3 s i t e
B i n< o t h e  ohser  v a t  i on o f  a f r a g i l e  ( 3 )  s i t e  by  
L e j e u n e  e t  a l  . , ( 1 9 6 8 )  t h e r e  h a v e  b e en  many r e p o r t s  o f
f o l a t e  s e n s i t i v e  f r a g i l e  s i t e s .  T h e r e  a r e  now 14 w e l l  
e s t a b 1 i s h e d  r a r e  f o l a t e  s e n s i t i v e  f r a g i l e  s i t e s  and a 
f a r t h e r  6  common s i t e s  wh i c;h a r e  w e a k l y  i nduced hy  
f o l a t e  d e f i c i e n c y  ( G l o v e r  s t  a 1 . ,  1 9 8 4 ) .  T h e s e  6 can be
i n duc e d  by aph i d i c o l  i n ,  arid some a u t h o r s  s u g g e s t  t h a t
e v e r y o n e  i s  a c a r r i e r  f o r  a t  l e a s t  some o f  them
( But  h e r  1 a n d a n d Hoc ft t  1 985  ) .  \
T h e r e  h a v e  b e e n  many o t h e r  f o l a t e  s e n s  i t v e
f r a g i l e  s i t e s  r e c o r d e d  in  t h e  1 i t e r a t u r e ,  t h e  l i s t  o f  
8 l* t h e r  1 a n d  a n d  He ch  t  ( 1 9 8 5 )  i s  t h e  rn os t  e x t e n s  i v e ,
1 i s t  i ng  4 8  f r a g i l e  s i t e s  on 17 d i f f e r e n t  c h r o m o s o m e s .
4 . 3 .  1 P g p u l a  t  j  on  sa  rnp J e
F r o  rn t  h e  8 61 s  a rn p 1 e a, i n t  h e s  u r  v  e y ( s  e e 
s e c t  i on 4 . 1 1 )  11 sarnpl  e s  h a v e  b e e n  e x c  1 u d e d  d 1 \e t o
hi a v i n g l a r g e  c h r ■ o rn o s  a rn a 1 a t> n o r  rn a 1 i t  i e s-.
T h e  s a m p l e s  h a v e  b e e n  d i v i d e d  i n t o  t h r e e  
g r  o u p s ; f  r  a g i 1 e ( X ) ;  r i o rt - f  r  a g i 1 e ( X ) ,  rn e n t  a 1 1 y  r  e t  a r  d e d ; 
a n d n o r  rn a 1 i n d i v  i d u a 1 s . 4 1 s  a rn p i e s  d e m o n s  t  r  a t  e d t  hi e
f r a g i l e ( X )  s i t e  ( 9  f e m a l e  a n d  3 2  m a l e ) ;  171 w e r e  
n o n - f r a g  i l e ( X  ) ,  m e n t a l l y  r e t a r d e d  ( 1 3  f e m a l e  a nd  159 
m a l e ) ;  a n d  3 8  n o r m a l  ( 1 3  f e m a l e  a n d  2 5  m a l e )
T a b ! e  8fl
Banding patterns  of 42 - f ragi le  s i t es
(from Sutherland and Hecht 198J>)
F r a g i le  s i t e Mid Metaohase Small dark
bandi ng Proghase bands
6 Common f r a g i l e  s i tes
2q31 white 2q31.2
3p 14 bl ack 3p14.1 and 3p 14.3
6q26 black 6q26
7q32 white 7q32 .2
16q23 black " 16q23.1 and 16q23.3
Xp22.2 bl ack Xp22.2 aqnd Xp22.32
14 Fola te  s e n s i t iv e  f r a g i l e  s i tes
2q 1 i whi te 2q11.1
2ql3 white whi te
6p23 white white
7 p 11 whi te 7p11• 1 V
8q22 white 8q 22 .2
9p21 black 9 p 2 1 . l l ;  9p21.13;
9p21.31 and 9p21.33
9q32 whi te white
10q23 black 10q23.1; 10q23.31 and
10q23.33
11 q 13 whi te 11q13.2 and 11q13.4
11 q23 whi te 11q 2 3 .2
12 q 13 whi te 1 2 q l 3 . 12 and 12q l3 .2
16p 12 black 16 p12.1 and 16p12.3
20p 11 white 20p 11.1 and 20p11.22
Xq27 black Xq27.3
5 Possible ra re  f r a g i l e s i tes
1 q32 whi te 1q 3 2 .2
2p 11 white 2p 11.1
5q35 whi te 5q 35 .2
Xq26 whi te Xq26.2
Yql2 black Yql2
17 Possible  common f r a g i l e  s i tes
1p 3 6 .2 black 1p36.21 and lp36 .23
lp32 white l p 3 2 . 2
1 p22 white 1 p 2 2. 2
1 q25 whi te 1q25.2
2p24 bl ack 2p24.1 and 2 p 24 .3
2p 13 white 2p13.2
2q33 whi te 2q33 .2
3p24 black 3p24. 1 and 3p24.3
3q27 white 3q27 .2
5q31 whi te 5q31.2
6q21 whi te white
7p 13 white whi te
7q22 whi te 7 q 22 .2
1 lp 13 whi te white
14q24 whi te 14q24.2
22ql2 whi te 22ql2 .1  and 2 2 q l2 .3
Xq22 black Xq22.2
— 4— \jo r— ccLfcr/&n $  ^P i <?<
T a b l e  8B Banding patterns  of the 20 f r a g i l e  s i te s
F ra g i le  s i t e
seen in th is  thes 
Mi d-Metaphase 
bandi ng
1 s
6 Common f r a g i l e  s i te s
2q3i  
3p 14 
6q26 
7q32 
16q23 
Xp22.2
whi te  
b lack  
b lack  
whi te  
b lack  
bl ack
7 Folate  s e n s i t iv e  f r a g i l e  s i tes
8q22 
9q32 
10q23
11 q23
12 q 13
20p 11
Xq27
whi te  
whi te  
bl ack
whi te  
whi te  
b lack  
black
2 Possible ra re  f r a g i l e  s i te s
lq32 white
5q35 white
Small dark 
Prophase bands
2q31.2
3p14. 1 and 3 p l4 .3
6q26
7q32.2
16q23.1 and 16q23.3 
Xp22.2 and Xp22.32
10q23.31 and
8q22.2 
whi te  
10q23.1;
10q23.33 
11q23.2 
12 q 13 -12
20p11.1 and 2 0 p l l . 2 2  
Xq27.3
1q 32 .2 
5q35 .2
5 F ra g i le  s i t e s  not l i s t e d  by Hecht and Sutherland
4q34 
13q33 
17q25 
18q22 
1 9 q l3 .3
bl ack 
bl ack 
whi te  
bl ack 
whi te
4 q 3 4 .1 and 4q34.3  
13q33.1 and 13q33.3 
17q25.2
18q22 .1 and 18q22.3 
1 9 q l3 .32
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• T h e  ; . o c c u r r e n c e  o f  a u t o s o m a l  f r a g  i 1 £•* £>i t e s  i n
p a r h  c u l t u r e  m e t h o d  f o r  e a c h  s a m p l e  w a s  r e c o r d e d  a l o n g
w i t h  a n y  o t h e r  c h r o m o s o m a l  a b n o r m a l  i t i e s .
. The first five cells of a sample were fully
analysed to ascertain any major chromosomal
abnormalities, subsequent cells were examined
principally for the fragile (x> site, however all
similar fragile sites ware also recorded. The practical
work in this project was done between ! 982 and 1983
when very little work on autosomal fragile sites had
been reported. At this time it was not known whether
t here was any c o n n action be t we an the f r a g i 1 a < x) s i.t e
and autosomal fragile sites so only those sites with a
similar appearance to the fragile(x) were recorded, ie.
the satellited fragile sites. The majority of the
common and folate sensitive fragile sites fall into
this category (see Sutherland and Hecht 1985); however
there is one major omission from the results in this
project. This is the site at 3pl4 which was rarely
recorded. The 3pl4 fragile site was first recorded as
early as 1988 by Brogger and in 1982 it was shown to be
folate dependent ( M a r k a n e n  et al. , 1982). It often
appeared amongst the samples in this project, simply as
a faintly staining region of the 3-chromosome but it
>•
was not recognised or recorded as a fragile site in the 
bulk of the samples hence its surprising omission in 
the following results.
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4 . 3 . 3  R e s u l  ts . .  . (see.. J a b  1 e s  ? 3 .. 10 .  and... 11.)
F r a g i l e  s i t e s  w e r e  s e e n  o n  1 8  d i f f
an tosor.,' ' •, p 1 li s t h e  Xp,  13 o f  w h i c h ,  p l u s  - t h e  Xp,  
i n c l u d e d  i n  t h e  1 i s t  o f  S u t h e r l a n d  a n d  Moi.h t  (1 
T h e s e  14 f r a g i l e  s i t e -  i n c l u d e  a l l  L common f r  
s  i t e a  , 6 / l*t r a r  e f  o l  a t e  s e n s  i t  i v e  f  r a g  i 1 e a i t e s
o f  t h e  5  p o s s i b l e  r a r e  f o l a t e  s e n s i t i v e  f r a g i l e  s 
Th e  c o m p l e t e  1 i s t  o f  f r a g i l e  s i t e s  s e e n  i n  t h i s  p r  
i s  s h o w n  >n Table.. Co. T h e  c o m p l e t e  1 i s t  o f  O u l h e
a nd  H e c h t  i s  s h o w n  i n  T a b l e  8 a .
er ei i t
a r ■ e
i  g i 1 e 
a n d  2 
i t e s .  
o J e c  t  
• 1 a r i ci
S u r v e y  P a g e  3 34
A u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e s  w e r e  o b s e r v e d  on  a l l  
a u t u b o m e s  eve: op I  t h e  a c r o c e n  t r  i e s ,  34 ,  3.5, 23 a n d  2 2 ,  
a n d  t h e  Y.  T h e y  w e r e  dem ons  t r a  t e d  in  3.64 o f  t h e  2 3 5
s a m p l e s  a nd  3.5 o f  t h e  2 5  c o n t r o l s .  T h e  i r  e x p r e s s  i on  w a s  
f  o u r "i d t  o 1.3 e rn u c hi 1 o uj e r  t  h a n t ! i e f  r  a g i 1 e ( X ) ,  b e i n g
r a r e l y  f o u n d  i n  a s  many a s  3.OX o f  c e l l s  e v e n  i n
f a v o u r a b l e  m e d i a  c o n d i t i o n s .  They  w e r e  a l s o  f a r  1 c o s  
common, w i t h  o n l y  t h o s e  on  t h e  q a r m s  o f  c h r o m o s o m e s  6 
a nd  3.6 o c c u r r  i ng  i n  m o re  t h a n  11.07.  o f  t h e  s a m p l e s  
( T a b l e  1 0 ) ,  t h e  f r a g  i 1e s i t e  on  c h ro m o s o m e '  6 q  was  y s e e n  
i n  83  o f  t h e  s a m p l e s  a nd  6 o f  t ine  c o n t r o l  s
( 8 9 / 2 5 0 - -  3 6 .  OX ) ,  a nd  t h a t  on.  c h r o m o s o m e  16q i n  8 3  o f  t h e
s a m p l e s  a nd  7 o f  t h e  c o n t r o l s  < 9 0 / 2 5 0 = 3 5 . 6 X ) .  M o s t
a u t o s o m a l  f r a g i 1e s i t e s  w e r e  p i c k e d  up b y  o n l y  o n e  o r  
t w o  o f  t h e  f o u r  c u l  t u r e  m e t h o d s  ( 6 9 X ) ,  o n l y  6 b e i n g
d e !nor i s  t  r  a t e d  b y  a l l  f  ou r  rne t h a d s ( 2 X ) ,  4- f  r  ag i 1 e (6  ) i n
c a s e s  A/-,  A 8 3 ,  A8 8  a n d  C l 5 3 ,  a f r a g  i l e ( 1 0 )  i n  c a s e  A8Y
a n d  a f r a g  i l e d  6 )  i n  c a s e  B4- s e e  Tab? e 1 8 ) .
4. 3. 4.1 r-rag j J e_( X.). ...sarnpj.es
§.I.„E§.ri ! . f l l§.s 9 f e m a l e s  d e m o n s t r a t e d  t h e
f r a g i l e ( X )  s i t e  o u t  o f  whom o r i l y  3. f a i l e d  t o  s h o w  a n y  
o t h e r  f r a g i l e  s i t e s  ( U X )  ( c a s e  B l  T a b l e  1 8 ) .  O n l y  6 
d i f  f e r e r i t  a u t o s o r n e s  w e r e  i r i v o l v e d  ( n u m b e r s  4 ,  6 ,  9 ,  3.0,
16 a nd  1 9 ) .  O n l y  2 o f  t h e s e  6 s i t e s  a p p e a r e d
c o n s i s t e n t 1y , t h o s e  on  t h e  q a r m s  o f  c h r o m o s o m e s  6 a n d
16 ,  t h e  r e s t  b e i n g  d e m o n s t r a t e d  i n  o n l y  1 o r  2  o f  t h e  9 
s a m p l e s .
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A l t o g e t h e r  21 d i f f e r e n t  a u t o s o m a l  f r a g i l e  
s i t e s  w e r e  r e c o r d e d  i n  t h e  9 f e m a l e  f r a g i l e ( X )  
i n d i v i d u a l s  (6 f r a ( 6 ) ,  7 f r a ( 1 6 ) ,  2 f r a  ( 4 ) ,  3 f r a ( 1 0 ) ,  
2 f r a  ( 1 9 )  ar id 1 f r a  ( 9 ) ) ,  g i v i n g  an a v e r a g e  o f  2 . 3  
f r a g i l e  s i t e s  p e r  s u b j e c t  ( o r  2 . 6  f o r  t h o s e  s h o w  i ng 
a u t o s o m a l  f r a g i l e  s  i t e s ) .  T h e  t o t a l  n u m b e r  o f  a u t o s o m a l  
f r a g i l e  s i t e s  o b s e r v e d  i n  t h i s  g r o u p  was 5 3  o u t  o f  7 7 7  
c e l l s  an a v e r a g e  o f  7 . 4 6 / 1 0 0 .  T h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  
s h o w i n g  a p a r  t  i cu  1 a r  s  i t e  was  n e v e r  m o re  t h a n  157. and
w a s  u s u a l  1 v  rnuch 1 e s s .  %
b )_ _ M a le s  3 2  m a l e s  d e m o n s t r a t e d  t h e
f r a g i l e ( X )  s i t e  o u t  o f  whom o n l y  2 f a i l e d  t o  sh ow  a n y  
o t h e r  f r a g i l e  s i t e  ( 1 5 7 . ) .  13 a u t o s o m e s  and  t h e  p arrn o f
t  h e X -  c h r  o rn o s  o rn e uj e r  e i n v o 1 v  e d . A 1 1 h o u g h a g r  e a t  e r
n u m b e r  o f  a u t o s o m e s  a r e  i n v o l v e d  t h a n  i n  t h e  f e m a l e s
a g a i n  o n l y  2 ,  t h o s e  on  c h r o m o s o m e  6 and  16 a r e
c o n s i s t e n t l y  a f f e c t e d .
72  d i f f e r e n t  f r a g i 1e s i t e s  w e r e  r e c o r d e d  i n
t h e  3 2  rna 1 e f  r  ag i 1 e ( X ) i nd  i v  i d ua  I s  ( 3  f  r  a < 1 ) ,  3 f r a  (4  ) ,
2 f r a ( 5 ) ,  19 f r a ( 6 ) ,  2 f r a ( 7 ) ,  2  f r a  ( 8 ) ,  1 f r a ( 9 ) ,  6
f r a ( 1 0 ) ,  4 f r a ( 1 1 ) ,  3 f r a ( 1 2 ) ,  1 f r a ( 1 3 ) ,  2 3  f r a  ( 1 6 ) ,  1
f  r  a ( 1 7  ) and  2 f r a  ( Xp ) ) ,  g i v  i ng  an  a v e r a g e  o f  2 . 2 5  
f r a g i 1e s i t e s  p e r  s u b j e c t  ( o r  2 . 4  f o r  t h o s e  s h o w i n g  a 
f r a g i l e  s i t e ) .  T he  t o t a l  n u m b e r  o f  a u t o s o m a l  f r a g i l e  
s i t e s  o b s e r v e d  i n  t h i s  g r o u p  w a s  271  i n  a t o t a l  o f
3 , 0 6 2  c e l l s  o b s e r v e d ,  an  a v e r a g e  o f  8 . 8 5 / 1 0 0  c e l l s .
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4 .  3 .  4 .  2 N o n - ; f  r a g  [ l _ e (  X ) .. .menta 1 d e d  lD.dJ.Yj_du
e..l....E£r( iu l .22 T h e r e  w e r e  12 i nd i v  i d u a  1 s
i n t h i s  c a t e g o r y  o n l y  4 o f  whom f a i l e d  t o  d e m o n s t r a t e  
a n y  f r a g i l e  s i t e s .  O n l y  5 d i f f e r e n t  c h r o m o s o m e s  w e r e  
i n v o 1ve d  ( n u m b e r s  4 ,  6 ,  16 a nd  t h e  X p ) ,  2 o f  wh i ch  w e r e  
o n l y  f o u n d  i n  a s i n g l e  s a m p l e  e a c h  (4  a n d  X p ) .  15 
d i f f e r e n t  f r a g i l e  s i t e s  w e r e  r e c o r d e d  g i v i n g  an a v e r a g e  
o f  1 . 2 5  f r a g i l e  s i t e s  p e r  s u b j e c t  ( o r  1 . S 3  f o r  t h o s e  
sh ow  i ng  a f r a g i l e  s i t e ) .  T h e  t o t a l  n u m b e r  o f  f r a g i l e  
s i t e s  o b s e r v e d  i n  t h i s  g r o u p  was 2 7  o u t  o f  1 , 2 1 7  c e l l s  
an a v e r a g e  o f  2 . 2 2 / 1 0 0  c e l l s .
f
b .)_... Ma 1 e s 5 0  o u t  o f  159  i n d i v i d u a l s
i n  t h i s  g r o u p  ( 3 1 . 4 7 . )  d i d  n o t  d e m o n s t r a t e  a n y  f r a g i l e  
s i t e s .  O n l y  c h r o m o s o m e s  1 4 ,  1 5 ,  2 1 ,  2 2  and  t h e  Y d i d  
n o t  s h o w  a n y  f r a g i l e  s i t e s ,  b u t  o n l y  t h o s e  on  
c h ro rn o s o rn e s  6 ,  11 and 16 uje r e  e x p r e s s e d  i n  rnore  t h a n  
107. o f  t h e  s a m p l e s .  163 d i f f e r e n t  f r a g i l e  s i t e s  w e r e  
o b s e r v e d ,  an a v e r a g e  o f  o n l y  1 . 0 3  p e r  s u b j e c t  ( o r  1 . 5 0  
fo r -  t h o s e  s h o w i n g  a f r a g i l e  s i t e ) .  T h e  t o t a l  n u m b e r  o f  
f r a g i l e  s i t e s  o b s e r v e d  i n  t h i s  g r o u p  w a s  3 1 4  o u t  o f  
1 5 , 9 8 2  c e l l s  an a v e r a g e  o f  1 . 9 6 / 1 0 0  c e l l s .
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4 .  3 .  4 .  3 N o r m a J . j . n d j  y  i dua  1 s
. .E^dfsl^s 5 o u t  o f  13 norm a 1 f e m a l e s
sampl ed  showed no f r a g i l e  s i t e s  ( 3 8 . 5 7 . ) . .  6 d i f f e r e n t
chromosomes w e r e  i n v o l v e d  and 17 d i f f e r e n t  f r a g i l e
s i t e s  w e r e  o b s e r v e d ,  an a v e r a g e  o f  1 . 3 1  p e r  s u b j e c t  ( o r
3 . 1 3  f o r  t h o s e  s h ow in g  a f r a g i l e  s i t e ) .  T h e  t o t a l
number  o f  f r a g i l e :  s i t e s  o b s e r v e d  in t h i s  g r o u p  was 3 6
o u t  o f  1 , 2 5 3  c e l l s  an a v e r a g e  o f  2 . 0 8 / 1 0 0  c e l l s .
V
b ) MaJ.es 9 o u t  o f  2 5  n o r m a l  m a l e s
s a m p l e d  s h o w e d  no  f  r a g  i 1 e s i  tees. 7 d i f f e r e n t
/
c h r  o rn o s  o rn e s uj e r  e i n v  o 1 v  e d a n d  19 d i f  f  e r  e n t  f  r  a g i 1 e
s i t e s  w e r e  o b s e r v e d  an a v e r a g e  o f  0 . 7 6  p e r  s u b j e c t  ( o r
1 . 1 9  f o r  t h o s e  s h o w i n g  a f r a g i 1e s i t e ) .  T h e  t o t a l
num ber  o f  f r a g i l e  s i t e s  o b s e r v e d  i n  t h  i s  g r o u p  was  3 9
o u t  o f  3 , 8  74 c e l  I s  an a v e r a g e  o f  1 . 6 4 / 1 0 0  c e l  Is-.
0 y e g : ; . a l l  71 s a m p l e s
f a i l e d  t o  s h o w  a n y  a u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e  ( 3 3 . 8 7 . ) .  3 0 7
d i f f e r e n t  a u t o s o m a l  f r a g i 1e s i t e s  w e r e  s e e n  g i v i n g  an
a v e r a g e  o f  1 . 2 2  p e r  s u b j e c t  ( o r  1 . 7 1  f o r  t h o s e  s h o w i n g  
an a u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e ) .  The  t o t a l  n u m b e r  o f  f r a g i l e  
s  i t e s  s e e n  was  7 3 5  o u t  o f  2 4 , 6 6 5  c e l l s  an  a v e r a g e  o f  
2 . 9 8 / 1 0 0  c e l  I s .
T h e r  e s u i t  s  p r  e s e n t  e d h e  r  e a r e  s i  rn i 1 a r  t o
f i g u r e s  p r e s e n t e d  b y  P e t i t  e t  a l . ,  ( 1 9 8 6 )  w i t h  f r a g i 1e
s i t e s ,  a t  a f r e q u e n c y  o f  0 .2 6 7 .  p e r  i n d i v i d u a l .  T h e  
h i g h e s t  was  3 .1 7 .  p e r  i n  a g r o u p  o f  m e n t a l l y  r e t a r d e d  
i nd i v  i d u a 1s  some o f  whom had  t h e  f r a g  i 1e ( X ) s i  t e .
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4 . 3 . 5  S t a  t  j  s t  i ca 1 _ . . .^nalysj  s _ _ o £ t h e _  au tosoina 1 __f r  a g i l e
The number  o f  samp 1 os  show i ng a f r a g i l e  s i t e  
on a p a r t i c u l a r -  chromosome can be  co mp ar ed  in each  o f  
t h e  t h r o e  g r o u p  i ngs ;  f r a g ' i  1 e (X ) i n d i v i d u a l s ;  m e n t a l l y  
r e t a r c ! e d  non- - f r -ag i 1 e (X ) i nci i v i dua 1 s ; and nor-rna 1 
i nd i v i d u a 1s;  by us i ng a c h i - s q u a r e  t e s t  t o  d e t e r m i n e  
w h e t h e r  t h e r e  i s  a ny  s t a t  i s t  i c a l  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  
them.  The  c o m p l e t e  s e t  o f  r e s u l t s  ( T a b l e  ft) f o r  V s ach  
chromosome can be  e x a m i n ed  by  u s i n g  a c o n t i n g e n c y
ch i -~square  t e s t . C h i - s q u a r e  and c o n t  i n g e n c y  ch i - s q u a r e
/
t e s t s  h a v e  b e e n  p e r f o r m e d  u s i n g  a l l  t h r e e  g r o u p s  
t  o g e t  hi e r ; t  e s  t i n g  s i  g n i f  i c a n cr. e b e t  w e e n t  h e t  w o 
non- f r a g i 1e ( X ) g r o u p s ;  a nd  t e s t i n g  s i g n i f i c a n c e  b e t w e e n  
t h e  f r a g  i 1e ( X ) g r o u p  and  a comb i n ed  n o n - f r a g i 1e ( X ) 
g r o u p .
T a b l e  13 co mp ar es  s a m p l e s  f r o m  t h e  t h r e e  
g r  o u p s . T hi e c h i - s q u a r e  v a l u e  c a l  c u l  a t e d  on an e xp e c t  e d 
r a t i o  o f  1 s 1 s 1 f o r  t h e  g r o u p s ,  i e .  i f  t h e r e  was n o  
s i g n i f  i c a n t  d i f  f  e r  e n c e b e t  w e e n t  hi e g r  o u p s , i s s h o w n f  a  r  
e a c h  c h r o m o s o m e  and f o r  t h e  t o t a l .  Chromosomes 14,  15 ,  
3 1 ,  3 3  and t h e  Y h a v e  been o m i t t e d  b e c a u s e  no f r a g i l e  
s i t e s  w e r e  s e e n  on t h e s e  chromosomes .
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C|2C9Q]95Q!£§: G r g u D _ o f  _ Q a t  i_ent
a f f e c t e d  F r a f X f _  7.5 Mi Ri ._%s N o r m a l  _ a s
o a t f e n t e  c e f  f  e o a t  i_ e n t  s  c e f f  s  o a t  f e n  t e  c e f f s
1 7 . 3  3 . 0  4 . 7  2 . 0  5 . 3  1 . 5
_> .  w l 1
    0,6 1.0   -------
1 2 . 2  1 . 6  1 . 2  1 . 5  -------- --------
4 . 9  2 . 0  1 . 8  1 . 0  -------- --------
6  6 0 . 9  4 . 7  3 1 . 0  2 . 5  2 8 . 9  2 . 3
7  4 . 9  2 . 0  2 . 9  1 . 4  2 . 6  1 . 0
8  4 . 9  2 . 5  4 . 7  1 . 5  5 . 3  1 . 5
9  4 . 9  2 . 5  1 . 2  2 . 0  2 . 6  2 . 0
1 0  2 1 . 9  1 . 9  0 . 6  1 . 0  -------- --------
11 9 . 8  2 . 5  1 1 . 7  1 . 8  5 . 3  2 .
1 2  7 . 3  2 . 3  3 . 5  1 . 5  \  5 . 3  1 .
13  2 . 4  1 . 0  1 . 2  1 . 0  -------- --------
16  7 3 . 2  4 . 3  2 3 .  1 1 . 8  3 1 . 6  l . S
17  2 . 4  3 . 0  1 . 2  1 . 0  / ---------------- --------
18     0.6 1.0   ------
19  4 . 9  1 . 5  1 . 2  1 . 0  -------- --------
2 0      1 . 2  1 . 5  -------- --------
Xp 4 . 9  3 . 0  2 . 9  2 . 6  7 . 9  1 . 3
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7 . 9 5  
7 7 .  2 4  
2.20 
6 . 0 7  
0 . 5 2  
2 5 8 . 0 6
6 . 3 9  
0 .  15
6 . 3 9
0 .  44
1. 86
T o t a  1 34 1 6 5 1 5 9 . 1 3
C e n t  i n g e r i c y  c h  i - s q u a r e  v a l  ue-  5 62 ^ .4 4  w i t h  _ 3 6 _ d e g r e g g _ _ o f  _£jg e g d o m
f  ’ i g u r b •= a r e t o t a l  n u r n b e r s  o f  f  r a g  i 1 e s i t e s  o b s e r v e d  (57. •
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S u r v e y  Page IP ?
9 o f  t h e  eh i - - s q u a r e  v a l u e s  f o r  i n d i v i d u a l  
c h r o m o s o m e s  a r e  s i gn i f  i c. an t , a t  t h e  5 V, l e v e l ,  ( g r e a t e r
t h a n  5 ; 9 9  - w i t h  2 d e g r e e s  o f  f r e e d o m  ) ,  b e i n g  t h o s e  f o r
c h r o m o s o m e s  4 ,  C, 6 ,  9 ,  3.0, 3.2, 16 ,  17 and  1? ( t h o s e
f o r  c I ”»ro m o s o rn o s  4 ,  6 ,  10 a n d  16 a r e  s t  i 1 1 s i g n  i f  i c a n t
a t  t h e  0 .  17. 1 eve-1- - g r e a t e r  t h a n  1 3 . 8 2  w i t h  2 d . f . )  a l s o  
t h e  t o t a l  oh  i - s q u a r e  v a l u e  i s  s i g n i f i c a n t . E ach  o f  
t h o s e  v a l u e s  o n l y  h a v e  t w o  d e g r e e s  o f  f r e e d o m  ar id t h u s  
n o t  t o o  much w e i g h t  c a n  b e  p l a c e d  on  t h e  s i g n i f i c a n e s  
v a l u e s ,  h o w e v e r , a c o n t i n g e n c y  c h  i - s q u a r e  • can^ .  b e  
u n d e r t a k e n  u s i n g  a l l  t h e  d a t a .  T h i s  h a s  a n u m b e r  o f
d e g r e e s  o f  f r e e d o m  e q u a l ,  t o  o n e  l e s s  t h a n  t h e  n u m b e r
/4
o f  c h r o m o s o m e s  i n v o l v e d  t i m e s  b y  o n e  l e s s  t h a n  t h e  
n u m b e r  o f  g r o u p s ,  i e .  3 6  d e g r e e s  o f  f r e e d o m .  C h i - s q u a r e  
va  1 u e s  e o r n p a re  t h e  o b s e r v e d  f i g u r e s  t o  e x p e c t e d  f  i g u r e s  
on  a 1 : 1 : 1  r a t i o ,  t h e  c o n t i  g e n c y  c h  i -- s q u a r e  v a l u e  i s  a 
rnea i i s  b y  wh i c  h i n d i v  i d u a 1 c h i - s  q u a r  e v  a 1 u e s  c a n b e 
a d d e d  t a k i n g  i n t o  a c c o u n t  t h a t  t h e r e  a r e  d i f f e r e n t  
n u m b e r s  o f  p a t i e n t s  i n  e a c h  g r o u p .
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1 h e  e q u a  t  i orvb ar t? a s  f  o 1 1 o w s :
X2 = s u m ( 0 - E  ) / E
>
cX* -■ ( p *  y * r 2  k ( T ) __ )<( (surnX ) - T X  >
     //
(p-i-q-t-r ) Ak B^C
X1 = c h i - s q u a r e  va  1 ue 
0 ="•• o b s  e r  v  e d v  a 1 u e s 
E - e x p e c t e d  v a 1u e s
A - - t o t a l  f  r  a g i l e  s i t e s  i n t  h e M E g r  o u p
B - t o t a l  f r a g i l e  s i t e s  i n  t h e  n o r m a l  g r o u p
C - t o t a l  f r a g i l e  s i t e s  i n  t h e  f r a g i l e ( X )  g r o u p
T - t o t a l  f r a g i l e  s i t e s
c X -  c o n t i n g  e n c y c h i -  Equa  r  e v  a 1 li e o f  A : B : C 
p ,  q a n d  r  - e x p e c t e d  f r e q u e u e  i e s  o f  t h e  t h r e e  
g r o u p s >
S u r  v e y P a g o 14 1
T a b l e  12 s h o w s  t h e  v a l u e s  f o r  a l l  t h r e e
g r o u p s .  L a r g o  X1 v a l u e s  a r i s e  b e t w e e n  t h e  g r o u p s  o v e r
t h e  n i n e t e e n  c h r o m o s o m e s  s h o w  i ng  f r a g i l e  s i t e s ,  h owe v  e r ­
a s  t h e r e  w e r e  f e w  s a m p l e s  i n t h e  n o r m a l  g ro u p * ,  a nd  o n l y  
a f e w  c h r o m o s o m e s  a f f e c t e d ,  i t  i s  b e t t e r  t o  u s e  o n l y  
t h o s e  c h r o m o s o m e s  i n  w h i c h  a l l  g r o u p s  s h o w  f  r a g  i 1 e 
s  i t  e s  C T a b l e  1 3 ) .  T h e r e  i s  a c on s  i d e r a  b l e  d i f f e r e  r \ ce  
b e t w e e n  t h e  3 g r o u p s ,  c o n t i n g e n c y  X* v a l u e  o f  4 2 5 , 7  ( 1 6  
d . f .  ) .  The  s i g n i f i c a n t  v a l u e  a t  t h e  95% c o n - f  i d e n c s  
l i m i t s  f o r  16 d . f .  i s  2 6 . 3 y  a nd  a t  9 9 . 9 %  i s  3 9 . 2 .  \
T a b l e  14 c o m p a r e s  t h e  s a m p l e s  f r o m  t h e  n o r m a l
g r o u p  o f  i n d i v i d u a l s  w i t h  t h o s e  f r o m  t h e  n o n - f r a g i 1e ( X ) 
rnen t a .1 1 y  r e t a r d e d  i n d i v i d u a l  s , N one  o f  t h e  c h  i ---s q i j a r e  
v a l u e s  a r e  s i g n i f i c a n t  and  t h e  t o t a l  c h i - s q u a r e  v a l u e  
i s  v e r y  s m a l l ,  l e s s  t h a n  1 . 0 .  The  c o n t i n g e n c y  
cl i i - s q u a r e  v a l u e  i s  a 1 s o  w e l 1 b e l o w  t h e  s  i gn  i f  i c a n t  
va  1 u e  f o r  8 d . f .  b e  i ng 4 .  32  (95% c . f . , 1 i rn i t  = 1 5 . 5 1 ) .
From.,  t h e  s t a t i s t i c s  s h o w n  i n  T a b l e s  13 a nd  14 
i t  i s  e v i d e n t  t h a t  t h e  l a r g e  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  
b e t w e e n  a l l  t h r e e  g r o u p s  m u s t  b e  d u e  t o  d i f f e r e n c e s 1 b e t w e e n  
t h e  f r a g  i 1e ( X ) i n d i  v  i d u a 1s  and  b o t h  t h e  n o n - f r a g  i 1e ( X ) 
rn e n t  a 1 1 y  r  e t  a r  d ed  i n cl i v  i cl u a 1 s  ar id  t  h e n o r  rn a 1 
i n d i v i d u a l s .  T h i s  i s  b o r n e  o u t  b y  T a b l e s  1 5 ,  16 and  17
c o m p a r  i n g , r e s p e c t  i v e l y ,  t h e  f r a g  i 1e ( X  ) g r o u p  t o  t h e  
n o r m a l  g r o u p ;  t h e  m e n t a l l y  r e t a r d e d  n o n - f r a g i 1e ( X ) 
g r o u p ;  a nd  t  hi e c o m b i n e d  n o n - f r a g  i 1 e ( X ) a nd  n o r m a l  
sa  rnp 1 e s . Th e c on  t  i n g en c y c h i  s  qu a r e  v a l u e s  h e r  e a r e  
r e s p e c t i v e l y  1 3 4 . 7 7  ( w i t h  8 d . f . ) ,  4 7 7 . 8  ( 1 4  d . f . )  a nd  
5 7 6 . 4 6  (1 4  d . f . ) ,  a l l  o f  w h i c h  a r e  h i g h l y  s i g n i f i c a n t .
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4 . 4  D i s  c u s  s  j  q  n o  f i h e _ a u  t  g s  g rn a 1_ f  r  a y j . 1 § _ s  j  t  e 3
Fraq i 1 e s i  tes a r e  p o l  y r n o r p h  i c v a r  i a t  i o n s ,  no 
as s oc - i  a t  i on  b e t w e e n  a n y  o f  t h e  a u t o s o m a l  f r a g i l e -  s i t e s  
a nd  a n y  c l  i n i c a l  f e a t u r e  h a s  s o  f a r  b e e n  r e p o r t e d .  T he  
ability to e x p r e s s  a particular autosomal fragile site, 
by an individual, appears to be inherited but, as with
t he-  f r e g i l e ( X )  s i t e ,  t h e y  a r e  not -  s h o w n  b y  e v e r y  c e l l .
/
/
T h e y  h a v e  a s i m i l a r  a p p e a r a n c e  t o  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  
a n d  t h e i r  a p p e a r a n c e  i s  a l s o  e n h a n c e d  b y  s i m i l a r  
c u l t u r e  c o n d i t i o n s  ( s e e  T a b l e  1 0 ) .  B o t h  t h e  c u l t u r e s  
!.’• i t h  a elded f o l a t e  an t a g  on i s t s  (F-i-M a n d  F9& ) r a i s e d  t h e  
P e r c e n  t a g 0  o f  au  tosor r .a 1 f r a g i l e  s i t e s  o b s e r v e d  b u  t  t * »>- 
1 nu' c- red s e r u m  c u l t u r e  (5%)  s i  i g h t l y  1 o w e r e d  t h e  
p e r c e n t a g e .  A u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e s  w e r e  u s u a l l y  o n l y  
p i c k e d  u p  b y  o n e  o f  t h e  c u l t u r e  m e t h o d s  u s e d , when  m o r e  
t h a n  f i ne  me 111 0 d was  s u c c e s s f u l  t h e  F+M a n d  t h e  F 9 6  
rr• r • t ho d c .  u.ier-e u s u a l  1 y  t h e  s u c c e s s f u l  r n e t h o d s ,  a n d  t h e s e  
t w o  m e t h o d s  c o n s i s t e n t l y  p r o d u c e d  ' t h e  h i g h e s t  
p c:-r-cen t a g  e s  o f  t  h e f  r -ag i 1 e s  i t  e  s . I t  i s  r e s  s o n  a b l e  t  o 
a s s u m e  t h a t  a l l  f r a g i l e  s i t e s  a r e  s i m i l a r  i n  s t r u c t u r e  
a s  t h e y  a r e  a l l ,  e x p r e s s e d  i n  a s i m i l a r  manner - .
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Two o f  t h e  a n t n s o m n  1 f  r f ig i 1 r- e  i + c-'". ^nn 
i 11r  ohti i■.: _ n t 6 a r i d  1 6 )  a r e  much mo r e  common a m o n g s t  t l  ie 
m e n t a l  1y r e t a r d e d  samp 1 e s  t h a n  t h e  f r a g  i 1 e (X ) c i t e .  
B o t h  I I  :e f  r a g  i 1 e  ( 6  ) ' a n d  t h e  f r a g  i 1 e ( 1 6  ) s i t e s  m e r e  ^-n 
i n  7 8  ( 3 6 . 8 % )  o f  t h e  8 3 8 s a m p l e s  f r o m  m e n t a l  1y  r e t a r d e d  
i n d i  v  i d u a 1s  w h e r e a s  t h e  f r a g  i 1e ( X ) wa s  on  1y  s e e n  i n  41 
( 1 9 . 3 7 . ) .  A p a r t  f r o m  t h e  s i t e s  on c h r o m o s o m e s  6 ,  16 a n d
t h e  X t h e  o n l y  o t h e r  s i t e  a p p e a r i n g  i n  m o r e  t h a n  107. o f  
t h e  s a m p l e s  s t u d i e d  i s  t h a t  on  c h r o m o s o m e  n u m b e r  11 
w h i c h  was  o b s e r v e d  i n  3 6  ( 1 0 . 8 7 . ) .  T he  f r a g i l e ( 6 )  s i t e  
was  s e e r , i n  38' .  67  o f  t h e  t o t a l  s a m p l e ,  t h e  f r a g  i 1 e- ( 1 6 )  
i n 3 6 .  0 7 ,  t h e  f r a g  i 1 e ( X ) i n  16.  47. a n d  t h e  f r a g  i 1 e ( 11  ) 
i n  107 .  T h e s e  f i g u r e s  a r e  n o t  s  i go  i f  i c a n t  1y  d i f f e r e n t  
f r o m  t h o s e  a m o n g s t  t h e  m e n t a l l y  r e t a r d e d  s a m p l e s  , thus 
these sites are n o t  indicators o f  mental retardation.
T h e p e r  c en  t  a g e o f  c e l l s  i n  wh i c h a u t  osorna 1 
f r a g i l e  s i t e s  w e r e  o b s e r v e d  was c o n s i d e r a b 1y  l e s s  t h a n  
t ! !e f  r aci i 1 e ( X ) s  i t e ,  e v e n  i n t h e  f  r a g  i 1 e (X ) 
i n d i v i d u a l s .  T h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  a f f e c t e d  b y  a 
p a r t i c u l a r  a u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e  was  r a r e l y  m o r e  t h a n
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f -rorn t h e  s u m m a r y  o f  r e s u l t s  ( s e c t i o n  4 . 3 . 4  and  
T a b l e  9 )  and  t h e  s t a t i s t i c a l  t e s t s  ( T a b l e s  IP-  1 7 )  i t  
c a n  be  c l e a r l y  s e e n  t h a t  t h e  f r a g i l o ( X )  i nd  i v  i d u a 1s 
si  iuw a c o n s  i d e r  ab  1 e i n c r e a s e  i n a u t o s o m a  1 f  r a g  i 1 e 
s i t e s - ,  an a v e r a g e  o f  P.  3 ( 9 3  s i t e s ,  s e e n  i n  41
p a t i e n t s  - T a b l e  9 )  ( 9 5 % c . f . 1 . = + / -  0 . 3 )  d i f f e r e n t  s i t e s
p e r  p a t i e n t  c o m p a r e d  w i t h  an a v e r a g e  o f  1 . 0  ( 314  i n
3 0 9 )  C 9 5 X c . f . 1 . =  + / -  0 . 1 )  p e r  p a t i e n t  i n  t h e  r e s t .  The  
a v e r a g e  -number  o f  a u t o s o m a l  s i t e s  o b s e r v e d  p e r  h u n d r e d  
c e l l s  s h o w s  an e v e n  m o r e  s t r i k i n g  d i f f e r e n c e  a t  8 . 9
( 5 8 / 7 7 7  + 2 7 1 / 3 0 6 8 - - S e c t  i on 4 . 3 .  4 .  1 ) ( 9 5 7 c .  f  . 1 . =+/ -■
/
4
0 . 7 )  f o r  t h e  f r a g i l e ( X )  i n d i v i d u a l s  a n d  o n l y  1 . 9  
( 9 5 “/ . c , f .  1.  = + / -  0 . 2 )  f o r  t h e  r e s t .  T h e s e  f i g u r e s  a r e
f u r t h e r  e m p h a s i s e d  i f  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  i s  a l s o  t a k e n  
i n t o  a c: c c>u n1 ( T a b l  e 1 8 ) .  T h i s  i n c r  e a s e  i n c h r  ornosorne
f r a g i 1 i t y  i s  p r o b a b l y  a g e n e r a l  i n c r e a s e  o v e r  a l l  t h e  
c h r o m o s o m e s  a nd  i s  n o t  c o n f i n e d  t o  a n y  g r o u p  o r  
i nd  i v  i d ua  1 ch i romosor ne .  T a b l e  10a s h o w s  t h e  p s r c e n  t a g e  
o f  p a t i e n t s  s h o w i n g  e a c h  a u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e ?  a nd  t h e  
a v e r a g e  f r e q u e n c y  t h a t  e a c h  s i t e  was o b s e r v e d  i n  t h e s e  
i n d i v i d u a l s .  T h i s  a v e r a g e  i s  i n c r e a s e d  i n  t h e  
f r a g i l e ( X )  g r o u p  o f  p a t i e n t s  o v e r  b o t h  t h e  o t h e r  t w o  
g r o u p s ,  a p a r t  f r o m  t h o s e  s e e n  on  c h r o m o s o m e  number -  13 ,  
s e e n ,  on  a v e r a g e ,  o n l y  o n c e  p e r  p a t i e n t  i n  b o t h  t h e  
f r a g  i 1 e ( X ) g r  o u p a n cl t- h e t  h e rn e n t  a 1 1 y  r  e t  a r  d e d g r  o u p , 
a nd  c h r o m o s o m e s  2 ,  3 ,  18 a n d  2 0 ,  when n o n e  w e r e  s e e n  i n
t h e  f r a g  i 1e ( X ) g r o u p .
Bu r v r  y P a g r  14b
T h e  i n c r e a s e  i n  c h r o m o s o m e  f r a g i l i t y  i s  
r on  f  i n  ed  t. c ■ t 11 e  f  r  a g i 1 e ( X ) g r o u p  o f  i n d i v  i d u a 1 s  a rid i s 
n o t  s e e n  i n  t h e  n o n - f r a g i l e ( X ) m e n t a l l y  r e t a r d e d  g r o u p ,  
ml . i c: 11 i s n o  t  s i g n i f i c a n t l y  d i f  f  e r  on t  t  o t h e  n or-rna 1 
g r o u p .  I t  t h u s  a p p e a r s  t h a t  t h e  f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e  i s
-  -t-'/ a r r a g i i e  c n r  umoscme s y n d r o m e .  T h e  a s s o c i a t i o n  
s e e n  b e t w e e n  t h e  f r a g i l e ' : : )  s i t e  a n d  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  
s e e n  i n  t h e  p e d i g r e e  d a t a  s u g g e s t  t h a t  t h e  g e n e  c a u s i n g  
t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  m u s t  l i e  c l o s e  t o  t h e  f r s g i l e ( x )  
s i t e  ( s e c t i o n s  2 . 4  a n d  2 . 4 . 1 ) .  T h e r e  a r e  r e p o r t s  i n  t h e  
1 i t o r  a t u r e -  wher  e- c r o s s - o v e r s  m u s t  h a v e  o c c u r e d  b e t w e e n
t h e  t w o .  I n  some i n s t a n c e s  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  i s  s e e n
/
i n  n o r m a l  i n d i v i d u a l s ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  f r - a g i l e ( X )  
s i t e  i s  n o t  t h e  c a u s e  o f  t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  ( D a k e r  
e t  a l . ,  1 9 8 1 ;  Webb e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  I n  o t h e r -  r e p o r t s  
t h i e r  e ar e men t a  1 1 y  r-e t a r  d e d  i nd i v  i dua  1 s , uj i t h  i n
f r a g  i 1e ( X ) f a m i  1 i e s ,  who  d o  n o t  h a v e  t h e  f r a g  i 1e ( X  )
s i t e  ( N i e l s e n  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  I n  m o s t  o f  t h e s e  c a s e s  i t  
i s  r e a s o n a b l e  t o  a s s u m e  t h a t  t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  i s  
d u e  t o  t h e  same c a u s e  a s  i n . t h e  f r a g i l e ( X )  m e m b e r s  o f  
t h e  f  am i 1 i e \ •, I f  t h e  t - yn d r  ome i s  a c: 1 i r o mo s o me  • f r - a g  i 1 i t y  
s y n d r o m e  i t  s h o u l d  b e  p o s s i b l e  t o  d e t e c t  t h o s e  
i n d  i v  i d u a l  s  b y  o b s e r v  i ng  a u t o s o r n a  1 f r a g  i 1 e s i  t e s .
A p  p  a r  e n  1 1 y  n o  r  rn a 1 rn a 1 e  s  uj h o h a v  e b e e  n s  h o uj n t o  t  r  a n s  rn i t
t h e  f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e  may a l s o  b e  d e t e c t a b l e  i n  t h i s  
m a n n e r .
w'U! v e y  P a g e  1 46
The m a l e  n o n - f r a g i 1e ( X ) s a m p l e s  s h o w e d  a 
g r e a t e r  v a r i e t y  o f  f r a g i l e  s i t e s  t h a n  the-  f e m a l e  
n o n - f r a g i 1e ( X ) g r o u p  p r e s u m a b l y  d u e  t o  a g r e a t e r  s a m p l e  
s i ze  p i c k i n g  up t h e  r a r e r  s i t e s .  The:- i n c r e - u s e  i n  t h e  
n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  f r a g  i 1e s i  t e a  p e r  f r a g  i 1e ( X  ) 
i rui  i v  i d ua  1 i s  p r e s u r n a b  1 y  d u e  t o  a s  i rn i 1 a r  r  e a s o n , i e .  
m o r e  o f  t h e  r a r e r -  s i t e s  b e i n g  r e v e a l e d ,  r a t h e r -  t h a n
b e c a u s e  fragile(x) individuals have a greater variety of 
p o l y m o r p h i c  r e g i o n s .  I f  a u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e s  d o  n o t  
h a v e  a n y  e f f e c t  on  t h e  m e n t a l  s t a t u s  o f  an  i n d i v i d u a l  
t h e  p e r c e n t a g e  o f  p a t i e n t s  s h o w i n g  e a c h  f r a g i l e  s i t e  i n  
e a c h  g r o u p  o f  i n d i v i d u a l s  s h o u l d  b e  t h e  s a me .  T h e r e  i s
I
*
n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  m e n t a l l y  r e t a r d e d  
n o n - f r a g i 1e ( X ) g r o u p  a n d  t h e  n o r m a l  g r o u p ,  h o w e v e r  t h e  
f r e q u e n c y  o c c u r r e n c e  o f  f r a g i l e  s i t e s  on c h r o m o s o m e s  4 ,
6 ,  10 and  16 a r e  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  i n  t h e
f r a g i l e ( X )  g r o u p  ( s e e  T a b l e  1 0 a ) ,  T h e r e  i s  n o  o b v i o u s  
e x p 1 ana  t  i on f o r  t h  i s  f i n d i n g ,
A l  t h o u e  -  ^ * h i - -  r  our .  o f  t h o  m o r e  f  r - ^ o u r r  i  1 v • o b s e r v e d\ _ j * ‘  '  “  — -  *  -  — » -  -  - l  ‘■‘ — y  _
i r ags j . e sites i it Uiclusion pi" o Dsoi y  wo u s c no t ns vs
4 4- r
•? ^  V , >r ■ A V . r  • ... 1  4 V. V t ( , n ' t  c. *■ a  1 f  1 O P .  /!  \  r T V ,
have shown that all individuals probably have this site
Oih-i wTiO i- -C V c& .i i l i d  J l  tU  a. II up Z  O Ox rile vd p tid S c 'b
r  t-?  4 1- » P  * .* »- .•» ~  4  ... 4- 1-• - v' » i 4- i n .* v t , — »*•,- ’ r • v  ^  4  ^  y—.Wu. v i i  ycuph-i. u i i . u : i C  l i :  t h e  c u n u :  <= nte u  s  U i::. i h e  i i a ^ i i e
sd to ■ at So1- wo;-1 d thus ref be evpec ted { o show any
r  -r r  r ere nee netween t ra&xie Cxi enc nor mas
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4 . 5  T h e _ f  e m a j _ e _ a g e _ e f  f  e c  t
4 . 5 . 1  I n t r o d u c t i o n
11 h a s o f t  e n b e e n  r  ep  o r  t  e d t  hi a I  t  h e f  r  a g i 1 e < X >
s i t e  i n  f e m a l e  c a r r i e r s  i s  d i f f i c u l t  t o  d e m o n s t r a t e ,
pi a r t  i c u l  a r l  y  i n i nd  i v  i d u a l  s  o v e r  t h e  a g e  o f  3 5 .  Th i s  
a n o m a l y  h a s  b e e n  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  f e m a l e  a g o  e f f e c t  
o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e .
4 . 5 . 3 F E'liif! 1 r__s.;>mpl.esLO ...the _p ro Jer t
3?  ffTdc-i 1 e s  w e r e  ' samp 1 ed f o r  t h e  f r a g i l e ( X )
s i t e  i n  t h i s  p r o j e c t .  16 o f  t h e s e  p a t i e n t s  w e r e  r e f e r e d
t o  t h e  3 . W.  T h am e s  F i . M . A .  w i t h  d i a g n o s e s  o f  m e n t a l  
r e t a r d a t i o n  a nd  a r e q u e s t  f o r  f r a g i l e ( X )  t e s t  i n g .  3 o f  
t h e s e  c a n  b e  e x c l u d e d ,  h a v i n g  c h r o m o s o m a l  
abn o r r n a  1 i t  i e s . T h e  r e m a i n i n g  16 a r e  r e l a t i v e s  o f  
f r a y i l e ( X )  p a t i e n t s .  6 o f  t h e  f e m a l e  r e l a t i v e s  m u s t  b e  
o b 1 i ga  t e  c a r r i e r s  o f  t h e  f r a g  i 1e <X ) s i t e ,  t h e  c r i \ e r  i a 
f o r -  an  o b l i g a t e  c a r r i e r  b e i n g  " a  m o t h e r  w i t h  a 
f r a g  i l e ( X ) a f f e e t e d  c h  i 1d w h o s e  h u s b a n d  i s  n e i  t h e r  a 
c a r r i e r  o f  t h e  s i t e ,  o r  m e n t a l l y  r e t a r d e d " .  T h e  o t h e r -  
10 c o n s i s t e d  o f  S s i s t e r s  a n d  2 n i e c e s  o f  t h e  p r o b a n d .
4 . 5 . 3  . .Methods
T h e  m e t h o d s  u s e d  t o  c u l t u r e  t h e  s a m p l e s  h a v e  
a l r e a d y  b e e n  d e s c r i b e d  a b o v e .
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4 . 5 . 4  R e s u l t s
a )  O b l i g a t e  „ c s r r T _ e r s  4 o f  t h e  6 o b l i g a t e
c a r r i e r -  f e m a l e s ,  w e r e  c l e a r l y  s h o w n  t o  d e r n o n s t r a t e  t h e  
f r a g i l e ( X )  s i t e .  1 o f  t h e  o t h e r s  h a d  2 c e l l s ,  o u t  o f  65  
exei i i  i n e d , w h i c h  c o u l d  h a v e  b e e n  s c o r e d  a s  p o s i t i v e  f o r  
t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  i n  a k nown  c a r r i e r ,  b u t  i n  t h e  
a b s c e n c e  o f  a n y  c l e a r l y  d e f i n e d  s i t e s  i t  was  d e c i d e d  
n o t  t o  , s c o r e  t h i s  l a d y  a s  p o s i t i v e  f o r  t h e  s i t e  ( c a s e  
F 1 Tab  1 e 1 8 ) .  T h e  h i g h e r  r e s o l  Li t  i on ava i 1 ab 1 ^  i n  
e 1 e c t  r  o  n rn i c r  o s  o p e s  rn a y  h a v  e r  e v  e a 1 e d o t  hi e r  f  r  a g i 1 e < X )
s i t e s .  T h e  f i n a l  o b i  i g a t e  c a r r i e r  a p p e a r e d  t o  b e
/
c h r o m o s o m a  11y  n o r m a l . The  f r a g i l e ( X )  s i t e  m u s t  h a v e
c o  rn e f  r  o  rn T i e  r  s i d e  o f  t  hi e f a m i l y ,  h e  r  s i s t e r  
d e m o n s t r a t e d  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e .
The  2 ' n o r m a l "
o b 1 i ga  t e  c a r r  i e r s , who w e r e  r e p o r  t e d  a s  n e g a t i  v e  f  o r  
t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e ,  w e r e  t h e  o n l y  2 who w e r e  o v e r  t h e  
a g e  o f  3 5  ( s e e  T a b l e  4b p a g e  1 1 9 ) .
k  1 e r _ f e m a l e j r & ! . a t ] _y e s  4 o u t  o f  t h e  r e m a i n i n g  10 
f  e  rn a 1 e r  e  1 a t  i v  e s  w e r  e f  o u n c! t o  b e  f  r a g  i 1 e (X ) c a r  r  i e  r  s , 
who c o u l d  n o t  b e  c l a s s i f i e d  a s  o b l i g a t e  c a r r i e r s  on 
g e n e t i c  g r o u n d s ,  a l l  w e r e  u n d e r  t h e  a g e  o f  3 5 .  W h e r e a s
t h e  6 n e g a t i v e  c a s e s  c o n s i s t e d  o f  2 o v e r  35  a n d  4
b e l o w .
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c. )_R p f  e r  r  * f d . f  pm a 1 e sa  i np 1 e s  I n  t h e  16 r e f e r  r  e d  s a m p l e s  
o n l y  1 mas f o u n d  t o  h r  a f r a g i l e ( X )  c a r r i e r .  T h i s  woman 
mas u n d e r  3 5  y e a r s  o f  a y e .
t Q J L g t a !  T h e r e  were. ’ 9  p o s i t i v e
f r e g i 1e ( X ) f e m a l e s  a l l  o f  whom w o r e  u n d e r  t h e  a g e  o f  
3 5 .  O u t  o f  t h e  3 3  n e g a t i v e  s a m p l e s ,  13 w e r e  u n d e r  a nd  
10 w e r e  ove? • 3 5 .
- N o rn a 1 e a g e e f  f  e e t  h a s  e v  e r h e e n r  e p o r  t  e d $ b u t  
t h i s  w o u l d  b e  v e r y  d i f f i c u l t  t o  s t u d y .  I t  i s  p o s s i b l e  
t o  d e t  errn i n e  wh i ch  wumer» s r  e o b l i g a t e  c a r r  i e r s  f  rorn 
p e d i g r e e  d a t a  h o w e v e r  m a l e s  e i t h e r  h a v e  t h e  f r a g i l e ( X )  
s i t e  or- t h e y  d o  n o t ,  a l t h o u g h  a p p a r e n t l y  n o r m a l  ' t r a n -  
a i m 1 1 1 ng  ms l as .  a r e  a l s o  o b l i g a t e  c a r r i e r s  ' N i e l s e n  e t  
a l . , 1 9 S l ) .  T h e r e  a r e  i n d i c a t i o n e  t h a t  t h e r e  i s  n o  m a l e  
a y e  e f f e c t ?  no  d i f f i c u l t y  h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  s h o w i n g  
p e n e t r a n c e  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  i n  o l d  m a l e s ,  
i n c l u d i n g  c a s e s  A a n d  C i n  t h e  p i l o t  p r o j e c t  h e r e  a t  58  
a n d  6 2  y e a r  s o l d  r e s p e c t i v e l y .  A l s o  t h e  r e -  s a m p l i n g  o f  
p a t i e n t s  y e a r s  l a t e r  s h o w s  n o  d e c r e a s e  i n  f r a g i l e ( X )  
s i t e  e x p r e s s i o n , b o t h  c a s e s  A a n d  C h a d  f i r s t  b e e n  
s t u  d i e d h y  t ! i e S . W. T h a rn e s  H e'a 1 t h  an  t  h o r  i t  y  man y y  e a r s  
b e f o r e  t h i s  s t u d y  was  u n d e r t a k e n .
Bur vcy P ag e  3 5 0
4 . 5 . 5  I n i e f p r e t a t j o n
Us i ng  f  o u r  cu  1 t u r e  rnet11c:<cls 1 es..sc-no t h e  
p o s s i b i l i t y  o f  f a l s e  n e g a t i v e  r e s u l t s .  I t  was  t h u s  
a s s u m e d  t h a t  t h e r e  w e r e  n o  f r a g i l e ( X )  c e l l s  i n  t h e  
b l o o d s  o f  t h e  c a s e s  r e c o r d e d  a s  n e g a t i v e  f o r  t h e  s i t e .
T h e s e  r e s u l t s  a r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  p u b l i s h e d  w o r k
s u g g o s t i n g  t h a t  t h e r  e i s a f  ema 1 e . a g e  e f f e c t  a s s >:»c i a t ;•••»d 
w i t h  the-  f r s g i l e ( X )  s y r i d r o m e  ( M u k a h y  1 9 7 9 ) .  Th e \ . s a me  
a g e  e f f e c t  i s  n o t  e v i d e n t  i n  rr; a 1 e s . 3  o rn e c. a n n e c t  i o  n
b e t w e e n  t h i s  a g e  e f f e c t  a n d  '  1 y o n  i s a t  i o n ' s e em s  a
/
p o s s  i b i 1 i t y .
T h e  m a j o r i t y  o f  t h e  r e l a t i v e s  o f  t h e  m e n t a l l y  
r • g t  a r d e d  i nd  i v  i d u a ) s  d i d  n o t  w i s  h t o  b e a s  s  o c i a t e d  uj i t  h 
t l i c i i i .  T h i s  made- i t  d i f f i c u l t  t o  f o l l o w  up  o t h e r  f a m i l y  
m e m b e r s .  R e s u l t s  f r o m  r e l a t i v e s  t h a t  i t  was  p o s s i b l e  t o  
t e s t  w e r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  a h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  
f r a g  i 1e ( X ) s y n d r o m e  i s  a r e c e s s  i v e ,  X - l  i n k e d  I r a  i t , 
h o w e v e r ,  t h e r e  a r e  i n d i c a t i o n s  t o  s u g g e s t  t h a t  t h e  
m e c h a n i s m  i n v o l v e d  i s  n o t  s i m p l e .  1 ' o f  t h e  9j  t h e  
r e f e r r e d  c a r r i e r  was  a l s o  m e n t a l l y  r e t a r d e d .  M o r e  w o r k  
i s  n e e d e d  on f e m a l e  c a r r i e r s  t o  o b t a i n  a b e l t  v r  m o d e l
t o  a c c o u n t  f o r  s u c h  a no ma l  i e s .
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5 .  1 F e m a 1 e _ f  r  a g 11  e „( .X 2 C C j. 9  t: §
3 o f  t h e  c a r r i e r s  w e r e  o n l y  p i c k e d  up b y  t h e  
s t a n d a r d  c u l t u r e  m e t h o d  ( 8 1 ,  8 4  a nd  8 7  T a b l e  I S ) .  T h i s  
rrie111od d e r n o n s t r  a t e d  t h e  f  r a g  i 1 e ( X ) s  i t e  i n 8 o u t  o f  t h e  
9 c a r r i e r  f e m a l e s .  O u t  o f  t h e  9 c a r r i e r s ,  3 w e r e  on  1y 
p i c k e d  up b y  1 rne thod  a nd  t h e  o t h e r  6 u j e r e  on 1 y  p t  ckec l  
up b y  3  m e t h o d s .
/
4 o f  t h e  6 o b l i g a t e  c a r r i e r s  w e r e  d e m o n s t r a t e d  
t o  h a v e  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e .
5 .  2 M a l . e „ f r a g i _ l _ e  ( X 2  LQ.d.iyj..dT.!.sJj2
2 o f  t h e  c a s e s  (A9 a nd  A15  T > b l e  1 8 )  w e r e  o n l y  
p i c k e d  up b y  t h e  s t a n d a r d  c u l t u r e  m e t h o d  b u t  i n  e a c h  
c a s e  t h i s  wa s  t h e  o n l y  c u l t u r e  w h i c h  g r e w .
O n l y  18 o f  t h e  3 8  m a l e  f r a g i l e ( X )  i n d i v i d u a l s  
w e r e  p i c k e d  up  b y  t h e  s t a n d a r d  c u l t u r e  m e t h o d .  6 o u t  o f  
t h e  3 2  w e r e  on 1y  d e m o n s t r a t e d  t o  h a v e  t h e  t h e  
f r a g i l e ( X )  s i t e  i n  1 o f  t h e  4 m e t h o d s  a nd  a f u r t h e r  12 
w e r e  o n l y  d e m o n s t r a t e d  b y  t w o  m e t h o d s .  O n l y  7 w e r e  
d e m o n s t r a t e d  b y  a l l  f o u r  m e t h o d s .
5 . 2 . 1  SQ.ec ja.  1 _c u 1 1 u r  e _c on d i  t  ig.  n s
I n  g e n e r a l  the? e p e e  i a l  c u  1 t u n e  c.onci i t  i o n e  
e n h a n c e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e ,  h o w e v e r  
i n  some s a m p l e s  t h i s  a p p e a r s  t o  b e  u n n e c e s s a r y .  I n  some 
c a s e s  t h e  s p e c i a l  c u l t u r e  c o n d i t i o n s  may e v e n  be 
d e l e t e r i  o u s  t o  t h e  f r a g  i 1e ( X ) s i  t e ,  a 1 t h o u g h  t h  i s  i s  
p o s s i b l y  d u e  t o  p o o r e r  g r o w t h  r a t h e r  t h a n  p o o r e r -  
e x p r e s s  i on o f  t h e  s i t e .  \
5 . 3  A u t o s o m a l  f r a g i l e  s _ [ t e s
/
T h e  r e s u l t s  p r o d u c e d  i n  t h i s  p r o j e c t  on 
a u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e s  a r e  a new f i n d i n g  i n  t h e  s t u d y  
o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e .  T h e y  s h o w  t h a t  t h e r e  i s  a 
c o n s i d e r  a b 1 e i n  c r  e a s  e i n  t  h e n u rn b e r  o f  a u t o s  o rn a 1 
f r a g  i 1e s i  t e s  p e r  c e l  1 i n f r a g  i 1e ( X ) p a t  i e n t s ,  b o t h  
rn a 1 e a n d  f  e in a l e ,  o v e  r  t  h e n on f  r  a g i 1 e ( X ) i n d i v  i d u a 1 s 
s t u d  i e d .
No s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  a u t o s o m a l  
f  r  a g i 1 i t  y  w a s  f  o u n d b e t  w e e n 1h e n o r  rn a 1 c o n t  r  o  1 
i n d i v  i d u a 1 s  a n d t  h e rn e n t  a 1 1 y  r  e t  a r  d e d n o n -  f  r  a g I 1 e ( X ) 
i nd  i v  i d u a 1s  s t u d  i e d .
Sur v cy P a g e
5 . 4 Dj s t r  j . bu  t i . o n _  o f  „<3y t o s o m a  1__ fragj.1si. tos
A u t  q s  o rn a 1 f r a g i l e  s i t e s  a p p e a r  t o  b e  r  a n d o :n 1 y 
sc a t t - e ^ e d  t h r o u g h o u t  t h e  g e n o m e .  O n l y  t w o  a u t o s o m a l  
f r a g i l e  s i t e s  o c c u r r e d  i n  m o r e  t h a n  107. o f  t h e
i nd  i v  i d u e  1 s  s t u c !  i ec i ; t h e  f r a g  l i e  s i  t e  on  ch romosome-  
n u m b e r  6 a n d  t h a t  on c h r o m o s o m e  n u m b e r  1 6 .  T he
d i s t r  i but -  i on  o f  au  t-osorna 1 f  r a g  i 1 e s i  t es -  i s  s i  rn i 1 ai \  i n
a l l  g r o u p s  o f  i n d i v i d u a l s  s t u d i e d ,  i e .  f r a g i l e ( X )
m a l e s ,  f r a g i l e ( X )  f e m a l e s ,  n o r m a l  m a l e s  e t c  b u t  t h o s e
/
on  c h r o m o s o m e s  4, 6, 10 a nd  14 a r e  m o r e  f r e q u e n t  in t h e
f r a g i l e ( X )  g r o u p .  T h e  i n c r e a s e  i n  f r a g i l e  s i t e s  i n  
f r a g  i 1e ( X ) i n d  i v  i d u a I s  i s a g e n e r a  1 i n c r e a s e  o v e r  a 11 
t h e  f r a g i l e  s i t e s ,  n o t  j u s t  an  i n c r e a s e  i n  a p a r t i c u l a r  
s i t e  o r  g r o u p  o f  s i t e s .  A u t o s  emeu. f r a g - l e  v ' e
not generally been thought to have any significance 
although there have been some reports that they are 
associated with oncogenes (Sutherland and Hecht 1985).
J a b l e _ 6
F r  a g L 1_ e ( X ) __ s j_ t  e_j_n_si_bshj_ps
P § t ig Q t  /■ „.F r  a g ]_ l.e _(. X 2 R g la t io n s h i &  C o m m e n t
D . C . 1 9 . 5 b r o t h e r  o f  C . C . D . C .  m o r e
C . C . 3 3 . 0 b r o t h e r  o f  D . C . s e v e r l y  M . R .
F . T . 5 . 3 b r o t h e r  o f  H . T . H . T .  m o r e
H . T . 7 . 0 b r o t h e r  o f  F . T . s e v e r - l y  M . R .
A.  G. 3 3 .  0 b r o t h e r  o f  G.G. A . G .  l o w e r  I . G .
6 . G . 3 4 . 0 b r o t h e r  o f  A . G . P o o r  s p e e c h
p a t t e r n s
T . R . C.C. H \J s i s t e r  o f  A . R . V e r y  s i m i l a r
A . R . 5 . 0 s i s t e r  o f  T . R . a p p e a r a n c e s  a n d
-
h e h a v  i Dur­
I r . o n e  o f  t h e s e  f ou r - f a m i 1 i e s  ( 1 ) ,  t h e  s  i b 1 i n g  w i t h  t h e
s e v e r e s t  r e t a r d a t i o n  h a d  t h e  l o w e s t  p e r c e n t a g e  o f  f r a g i l e ( X )  
s i t e s .  I n  a n o t h e r  t h e  s i t u a t i o n  was  r e v e r s e d  . <3 >. I n  t h e  s e c o n d  
f a m i l y  a b o v e ,  o n e s i b  uj a s c o n s  i d e r  a b 1 y  r  e t  a r  d e d c a rn p a r  e d t o  t  h e 
o t h e r -  b u t  t h i s  was  n o t  r e f l e c t e d  i n  t h e  p e r c e n t a g e  o f  f r a g i l e ( X )  
s i t e s  o b s e r v e d .  I n  t h e  f o u r t h  f a m i l y  b o t h  s i b s  h a d  s i m i l a r  
a p p e a r a n c e s  a nd  b e h a v i o u r  b u t  t h e  p e r c e n t a g e  o f  f r a g i l e ( X )  s i t e s  
o b s e r v e d  was  v e r y  d i f f e r e n t .
B r o t h e r s  CC a nd  DC, a n d  FT a n d  KT w e r e  b o t h  i n c l u d e d  
i n  t h e  p i l o t  p r o j e c t .  B r o t h e r s  AG a n d  GG w e r e  r e f e r r e d  
t o g e t h e r  f o r  f r a g i l e ( x )  s t u d i e s .
6 . 0  D b s c y s s j p n _ o f _  r e s u l t s  
6 .  1 J n t  r  o d u c  t  j  o  n
A n u m b e r  o f  h y p o t h e s e s  h a v e  b e e n  p u t  f o r w a r d  
t o  e x p  l a i n  t h e  f r a g  i 1 e ( X ) s y n d r o m e  a n d  i t s  a s s o c i a t i o n  
w i t h  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  ( s e e  s e c t i o n s  P.  0 - 3 . 9 ) .  A n y
h y p o t h e s i s  p u t  f o r w a r d  m u s t  b e  a b l e  t o  a c c o u n t  f o r  a 
number  o f  o b s e r v a t i o n s .  Some o f  t h o s e  p r e v i o u s l y  p u t
f o r w a r d  c a n  b e  s h o w n  t o  b e  i n v a l  i d  f r o m  t h e  r e s u l t s
o b  t a  i n ed  i n t h  i s  p r  o j e c  t , o t h e r s  r-ema i n p o s s  i b 1 e
/
e x p  1 a na  t  i o n s  o f  t h e  s y n d r o m e .  T h e s e  c o n c  1 u s  i o n s  w i .1 1 
m a i n l y  d e a l  w i t h  a s p e c t s  a r i s i n g  o u t  o f  t h e  w o r k  
u n d e r t a k e n  i n  t h i s  p r o j e c t ,  o n l y  r e f e r r i n g  t o  t h e  
1 i t e r e t u r e  whet  e net .  e s s a r  y .
E x p r e s s i o n  h a s  s o  f a r  b e e n  u s e d  t o  d e s c r i b e  
b o t h  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  a nd  t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n .  
.The r e s u l t s  s h o w  t h a t  t h e y  h a v e  d i f f e r e n t  t y p e ' s  o f  
v a r i  ab i 1 i t y . T h e  f r a g  i 1 e ( X > s i  t e  i s  e i t h e r  p r e s e n t  o r  
a b s e n t  i n  a c e l l ,  o r  an i n d i v i d u a l  p r o v i d e d  e n o u g h
c e l l s  h a v e  b e e n  e x a m i n e d  and  t h e  t e c h n i q u e  i s
e f  f  ec t  i ve  . The- • men1 a 1 r e t  a r d a t  i on i s  a c on  t  i ri u ou  s 
v a r i a b l e ,  a l t h o u g h  n o  m e a s u r e m e n t s  h a v e  b e e n  made h e r e .  
T h e  f r a g i l e ( x )  s i t e  s h o w s  v a r i a b l e  p e n e t r a n c e  w h e r e a a s  
t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  i s  e x p r e s s i v e .
D i sc u s e  i o n P a g e  3 5 6
6 .  2 Ob-. i - r y a l  j  ons_.  t o .  !?PL.P£P91JL)]rPfi. f  PP... 1 D „  S
o f . ,  t h e  . f  r a g l l e j  ) 0 „ s y n d r p m e .
6 . 2 .  1 M e n d e l  j. a n _ i  n h e r  j. t a n c e
T h e  f r e g i l e ( X )  s i t e  a p p e a r  s tc> b e  c a u s e d  b y  a 
s i i i g 1e X- l i n k e d  g e n e . T h e  a s s o c  i a t e d  m e n t a  1 r e  t  a r  d a t  i on 
r. 1 &pp«e a r  s  t o  b e  X- 1 i n k e d , g e n  e r  a 1 1 y  b e i n g
c o -  i n h e r  i t e d  a 1 o n g  uj i t h  t h e  f r a g  i 1 e ( X ) a i t e .
6 . P . F  P e n e t r a n c e _ o . f „ t h £ _ f C l £ i 9 . i . l e l X l _ _ s i t - e
/
/
T h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  b e  
p r e s e n t  i n  e v e r y  c e l l  o f  an a f f e c t e d  i n d i v i d u a l .  T he  
p r o p o r t i o n  o f  c e l l s  t h a t  a r e  a f  f  ee t e d  v s r  i o s  <1 - 7 P X  ) 
b u t  t h e  p r o p o r t i o n  r e m a i n s  c o n s t a n t  f o r  a n y  i n d i v i d u a l  
u n d e r  5 i rn i 1 a r  c o n d  i t  i o n s  ( s e e  Tab  1 e 18 ) .  Some 
i n d i v i d u a l s  wh o  d o  n o t  s ho w  p e n e t r a n c e  h a v e  a p p a r e n t l y  
t r a n a m  i t i e d  t h e  s i t e  on  t o  t h e i r  o f f s p r i n g  ( N i e l s e n  e t
_ i  <• n n ^  \•cd 1 « 5 I  ?wi  / «
R e s u I t s  i n
t h i s  p r o j e c t  i n d i c a t e  t h a t  t h e  p r o p o r t i o n  o f  c e l l s  
e f f t ’i t e d  w i t h  a f  r ag  i 1 e s  i t e  s h o w s  g r e a t e r  s  i rn i 1 a r  i t y  
w i t h i n  f a m i l  i e s ,  p a r t i c u l a r l y  b e t w e e n  s i b s ,  t h a n  
b e t w e e n  f a m i l i e s  ( T a b l e  6 ) .  T he  f r a g i l e ( X )  s i t e  c a n  b e  
d e m o n s t r a t e d  i n  b o t h  m a l e s  and  h e t e r o z y g o u s  f e m a l e s .  
T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  c h r o m o s o m e  m u s t  
‘ h a v e -  a p r e d i s p o s i t i o n  o n  w h i c h  t h e  e n v i r o n m e n t  a c t s .  ]
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6 . 2 . 3  I n t e l .  1 i g e r j c e .... 1.e y e  1 s
T h e  mean i n t e l 1 i g e n c e  o f  i nd i v  i d u a l s  wi  t h  t h e  
f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e  a p p e a r s  t o  b e  l o w e r  t h a n  t h a t  o f  
111 e who 1 e p op  u 1 a t  i on , b u t  a n i nd i v  i du a 1 w i t  h t h e  
f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e  may n o t  n e c e s s a r i l y  be  r e t a r d e d .
6 . 2 . 4  I  n h e r  i . t a n c e  _ o f  „ . . t he  m e n t a l  n e  t  a r  da  t j . p n
A
T h e f  r  a g i 1 e ( X ) s i t  e a n d  t  h e rn e n t  a 1 r  e t  a r  d a t  i o  n
a r e  g e n e r a l l y  c o - i n h e r i t e d , a l w a y s  s o  i n  t h i s  p r o j e c t ,
/
4
h o w e v e r  t h e r e  h a v e  b e e n  r e p o r t s  o f  m e n t a l l y  r e t a r d e d  
rna1e s  w i t h  i n  ' f r a g i 1e ( X ) f a m  i 1 i e s '  who h a v e  n o t ,
t h e r n s e l  v e s ,  d e m o n s t r a t e d  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e
( N i e l s e n  e t  a l . ,  1 9 3 1 ) .  T h i s  may,  h o w e v e r  be  d u e  t o  t h e
i
d i f  f  i cu  1 t  i e s  o f  d e m o n s t r a t  i ng  t h e  f  r a g  i 1 e ( X ) s  i t e  i n 
some c u l t u r e  t e c h n i q u e s .  T h e r e  h a y e  a l s o  b e e n  a f e w  
r  e p o r  t  s  o f  i n d i v  i d u a 1 s  w i t  h n o r  m a 1 1 . 0 .  b u t  w h o w e r  e
p e n e  t r  an  t  f  o r  t h e  f  r a g  i 1e ( X ) s i t e  ( Da k e r  e  t  a 1 . ,  1 9 3 1 ;
Webb e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  T h e  c l i n i c a l  f i n d i n g s  i n  t h e s e  
i nd  i v  i d u a 1 s  h a v  e n o t  o f  t e n  b a  en f u l l  y  r  e  p o r  t  a d .  I t  rn a y 
w e l l  b e  t h a t  t h e r e  i s  some l o w e r i n g  o f  I . 0 .  d u e  t o  t h e  
s y n d r o m e  b u t  n o t  s u f f i c i e n t  t o  c 1 a s s i  f y  t h e  i n d  i v  i d u a  1 
a s  b e i n g r  e t a  r  d e d .
D i sr 11 s s  i Dr • Pa gi 3 5D
6 . 2 . 5  A g s o c  j  a t  j  o n _ b e t w g g n __ t h e ... f  r a g  j  1 e ( X ) __s j  t e „ a r i d
C ® t a r d a  t j  on
Th e  f r a g i l e ( X )  s i t e  h a s  b e e n  o b s e r v e d  i n  b o t h  
m a l e s  a n d  f e m a l e s .  D r i l y  o n e  o f  t h e  X - c h r - o m o so m es
I
V  =: 4.* V, 1 r . / v ^  -  4- ft - -  « .- .* *  ^  re— <=> C- . - p i  1 W -  T -i; <r t.*- + V  4- V-, f tw h c  *  r  s / w /  ■ i . j .  I - G  *  C a + I j  j. t r  i i i O  c .  *  * w  c  w  U i .  v i i
f  r a q i 1 e (X ) s i t  e  a r e u s  u a 1 1 y  rn e n t a l l y  r ■ e t  a r d e d  w 11 e r  l :• a s  
f e m a l e s  a r e  g e n e r a l l y  n o t  a f f e c t e d .  I n  t h i s - p r o j e c t  o n e  
f e m a l e -  f r a g  i 1 e (X ) p a t i e n t  w a s  m e n t a l  l .y r e t a r d e d ^  ar i d  
s ome r e p o r t s  i n  t h e  1 i t e r a t u r e  s ho w  t h a t  f e m a l e  
f r a g i l e ( X )  c a r r i e r s  c a n  b e  m e n t a l l y  r e t a r d e d ,  s o m e t i m e s  
q u i t e  s e v e r e l y  s o .  The  e x p l a n a t i o n  f o r  t h i s  i s  t h o u g h t  
t o  b e  d u e  t o  f e m a l e s  h a v i n g  t w o  X - c h r o m o s o m e s  o n l y  o n e  
o f  w h i c h  i s  a c t i v e .  No c o r r e l a t i o n  h a s  b e e n  o b s e r v e d  
bc • i  wecr  i t h e  p e r  cer i  t  agc  o f  c e 1 1 s d emons  t  r a  t  i  ng  t  h e  
f r a g i l e  s i t e  a nd  t h e  d e g r e e  o f  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  i n  
rn a 1 e s ,  o r  b e t  w e  e n t  h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  d e rn on  s i r  a t i n g  
t h e  f r a g i l e  s i t e  a n d  t h e  e x p r e s s i o n  o f  m e n t a l  
r e t a r d a t i o n  i n  f e m a l e s  i n  s t u d i e s  s o  f a r  u n d e r t a k e n .
6 . 2 . 6  A u t g s o m a  1.... f  r a g j .  1 e ...s  j  t e s
F r a g i  l e ( X )  i n d i v i d u a l s -  s h o w  ar« • i n c r e a s e d  
a m o u n t  o f  a u t o s o m a l  c h r o m o s o m e  f r a g i 1 i t y  t h a n  
non- -  f r a g  i 1 e ( X ) i n d i v i d u a l s .  Th  i s  i n c r e a s e  i s  a g e n e r a l  
i n c r e a s e  o v e r  a l l  t h e  c h r o m o s o m e s .  Some a u t o s o m a l  
f r a g i l e  s i t e s  a l s o  a p p e a r  t o  b e  m o r e  common a m o n g s t  t h e  
f r a g i l e ( X )  i n d i v i d u a l s .
P i sc: usx  i on Pago 159
6 . 2 . 7  A 1 t e r  . i n g .... t h e  cuJ. t u r  e ... c o n d  j. t  j . g n s
A l t e r i n g  t h e  c u l t u r e  c o n d i t i o n s  c h a n g e s  t h e  
p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  i n  w h i c h  t h e  f r a g i  l e ( X )  s i t e  i s
d e t e c t a b l e .  R e s u l  t  s  o b t  a i n e d f  r  o  rn d i f  f e  r  e n t  rn ed i a i n
- - - - - -  - ^
t h  i s p r o  j e c t  c . on f  i rrn t h a  t  r e : d u e  i ng  f o l i c  a c i d  f  r • oin t h e  
m e d i a  a n d / o r  a d d i n g  f o l a t e  i n h i b i t o r s ,  s u c h  a s  FUclR, 
i n c r e a s e s  t h e  nu r nbe r  o f  s i t e s  o b s e r v  e d . A n y  h y p o t h e s  i s  
t o  e x p l a i n  t h e  f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e  h a s  t o  b e  a b l j e  t o  
a c c o u n t  f o r  t h e s e  ' i n  v i t r o '  e f f e c t s  a s  w e l l  a s  t h e  ' i n  
v i v o '  f i n d i n g s .
/
/
6 . 2 . 8  E I e c . t r  on _ r n i c r  p s c  o p e  ^ s t u d i e s
E l  e c . t r  on rn i c r o s c o p e  s t u d  i e s  s h o w  t h a t  t h e  s  i t e  
i s  d ue  t o  t h e  f a l s e  c o i l i n g  o f  t h e  DNA c h a i n ,  p o s s i b l y  
d u e  t o  i n a b i l  i t y  o f  b i n d i n g  p r o t e i n s  t o  a t t a c h  t o  an  
a l t e r e d  DNA s e q u e n c e .
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6 .  3 Q r . i t e r  j cL_f .PC:U.P,_P^ a l y .^ 1 t i P Q  9 f  j ,ng,„..hy;piOthe § e s
6 . 3 . 1  Q u e s t  i o n s _ t o , . b e _ a n s w E; r ; e d
An y  h y p o  t  l i e s  i s  p u t  f o r w a r d  t o  e x p l a i n  t h e  
f r a g  i 1 e ( X ) s y n d r a me  i nus t  1::)e a b l e  t o  a c c . o u n t  f o r  a l l  t i se  
o b s e r v e  t  i o n s  1 i s t e d  i n  t h e  a b o v e  s e c t i o n s .  I t  s h o u l d  
a 1 s o  b a  a b l e  t o  ernbody  s a t  i s f a c t a r y  a n s w e r s  t o  11ie 
f  o  1 1 o w i n g q u e s  t  i o n s : -
X
V
a )  A r  e t  h e f r a g i l e  s i t  e a n d t  h e rn e n t- a 1
r e t a r d a t i o n  d u e  t o  t h e  same  c a u s e ?  o r  i s  t h e
/
i
c a u s e  o f  t h e  f r a g i l e  s i t e  s i m p l y  l o c a t e d  on  
t h e  same c h r o m o s o m e  a s  t h e  g e n e  c a u s i n g  t h e  
m e n t a l  r e t a r d a t i o n ?
b )  I s  t h e  f r a g i l e  si te::- d u e  t o  a s i n g l e  g e n e  
e f f e c t  o r  a mu 1 t i - g e n e  c o m p l e x ?
c )  I s  t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  d u e  t o  a s i n g l e  
g e n e  e f f e c t  o r  a r n u l t i - g e n e  c o m p l e x ?
d ) A r  e t  h e g e ri e s  i n v  o 1 v  e d o n t  h e X -  c h r  o rn o s  o rn e ?
e )  A r e  t h e  g e n e s  i n v o l v e d  a t  t h e  f r a g i l e  s i t e
i . t s e l  f ?
f )  To w h a t  e x t e n t  i s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  
m e n t a  1 r e t a r  da t  i on i n f 1u e n c e d  b y  p h y s  i o 1o g i  c a 1 
d i  f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  s e x e s ?
P 3 Q L: 1 6 1
6 . 4  P o s s i b l e . . J i y ' j r i o t h c c e E .
A l t h o u g h  t h e r e  i s  gene r -a  1 a g r e e m e n t  t h a t  t h e  
s y n d r o m e  i s  d u o  t o  an  X - l  i n k e d  g e n e  o t h e r  
c o n s  i d e r a t  i o r i s  m e a n . t h a t  t h  i s  h y p o t h e s i s  m u s t  be  
e x p a n d e d  *
C h r o m o s o m e s  a r e  DMA d o u b l e  h e l i c e s  e n c a s e d  i n  
a p r o t e i n  s h e a t h  o f  many l a y e r s .  S i n c e  S t e i n  a nd  F ^ r h e r  
i n  197S i t  h a s  b e e n  known t h a t  m o s t  o f  t h e  n o n - h  i s t o n e
p r o t e i n s  o n l y  a s s o c i a t e  w i t h  c h r o m o s o m e s  a t  c e l l
/
/
d i v i s i o n  a n d  d o  n o t  f o r m  p a r t  o f  t h e  p e r s i s t e n t  
s t r u c t u r e  o f  t h e  c h r o m o s o m e . T h e s e  n o n - h i  s t o n e  
c o m p l e x e s  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  m i t o t i c  c o i l i n g  o f  
t h e  c h r o m o s o m e s .
N e g a t i v e  c h a r g e s  c a r r i e d  b y  t h e  p h o s p h a t e  
m o l e c u l e s  i n  DNA r e p e l  o n e  a n o t h e r ,  f o r c i n g  t h e  d o u b l e  
h e 1 i x  i n t  o a n e x  t  e n d e d  c o n f  i g li r  a t  i o n . P r  o t  e i n s c a r r  y  a 
nurnher  o f  p o s  i t  i v e  c h a r g e s , t h e y  b i nd  t o  t h e  c h r o r nos ome  
a l l o w i n g  t h e m  t o  f o l d  up on t h e m s e l v e s .  I f  t h e  p r o t e i n s  
f a i l . ,  t o  a s s o c i a t e  w i t h  t h e  DNA,  c o i l i n g  w i l l  n o t  be  
c o m p l e t e .  T h e s e  u n c o i l e d  r e g i o n s  w i l l  r e m a i n  a t  m i t o s i s  
p r o b a b l y  b e i n g  v i s i b l e  a s  f r a g i l e  s i t e s .  T h e r e  a r e  t w o  
g r ■ o u p s  o f  n o n -~h i s t  o n e b i n d i n g p r  o t e  i me,  t  h o s  e t  hi a t  b i n d 
n o r i -  s p e c i f  i c a 1 1 y  t o  D N A ar id t  h o s  e t  hi a t  b i n d  t o  s p e c i f i c  
b a s e  s e q u e n c e s  i n  t h e  DNA ( K l e i n s m i t h  e t  a 1 . , 1 9 7 0 ) .
N o n - h  i s t o n e  p r o t e i n s  t h a t  b i n d  t o  s p e c  i f  i c b a s e
s e q u e n c e s  on  1 y  b i n d  t o  t h e s e  r e g i o n s ,  i n  p r e f e r e n c  e t o  
t h e  o t h e r  p r  o t  © i n s , b ee n  u s e  t h e y  f o r m  t h ©  m o s t  s  t  a b l e  
sr- f  a n g e m e n t .. I f  t h e  s p e c i f i c :  p r o t e i n s  a r e  nr>t  p r e s e n t  
t h e y  c a n  b e  r e p l a c e d  b y  o t h e r s .  T h i s  r e p  1 a c u m e n t
b i n d i n g  i s  1 i k e l y  t o  be  i n e f f i c i e n t  a nd  n o t  a l w a y s
s u c c e s s f u l ,  a f r a g i 1e s i t e  may r e s u l t  when b i n d i n g
f a  i 1 s .
F r  o rn t  h e r  e s  u I t s  o h t  a i n e d i n t  h i s  p r  o j  e c: t  \ a n d 
f r o m  t h e  l i t e r a t u r e ,  t wo  g r o u p s  o f  h y p o t h e s e s  c a n  be  
p u t  f o r w a r d , f o r  d i s c u s s  i o n , t o  e x p  l a i n  t h e  f r a g i 1e ( X )
a )  T h e  DNA c h a i n  a t  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  may b e  
a 1 t  e r  e d p r  e v  e n t  i n g c h r  o rn o s  o rn a 1 p r  o t  e i n s  f  r  o m 
b i n d i n g  t o  i t - - -  m u t a t i o n s  o f  t h e  DNA b a s e  
s e q u e n c e s  a t  t h e  f r a g i l e  s i t ? .
b )  T h e  p r o t e  i n s  t h e m s e l v e s  may b e  a l t e r e d  i n  
s u c h  a m a n n e r  s o  t h a t  t h e y  c a n  n o t  b i n d  t o  t h e  
DNA c h a i n ,  m u t a t i o n s  o f  g e n e s — away '  f r o m  t h e  
f r a g  i 1 e (X ) s i  t e ,  c o d  i ng  f o r  ch romos .oma 1
p r o t e i n s .
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I n  t  h e f  o 1 1 ow i n g s e c t  i on  s.  ( 6 .  5 a n d 6 . 6 )  b o t  h 
o f  t h e s e  s e t s  o f  h y p o t h e s e s  w i l l  b e  d i s c u s s e d ,  s t a r t i n g  
w i t h  a h a s  i c h y p o t h e s  i s ,  a f e w  p o s s  i b 1 e mod i f  i c a t  i o n s  
o f  e a c h  a r e  a l s o  o u t  1 i n e d . E a c h  h y p o t h e s  i s  i s
c r i t i c i s e d  and  s hown  t o  b e  a b l e  t o  a c c o u n t  f o r  some o f
t h e  o b s e r v a t  i o n s  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e .  S e c t i o n  6 . 7  
p u t s  f o r w a r d  a new h y p o t h e s i s ,  i t  r e t a i n s  some o f  t h e  
i d e a s  f r o m  e a c h  o f  t h e  b a s i c  h y p o t h e s e s  b e l o w .  F u r t h e r  
s e c t i o n s  d i s c u s s  how t h i s  c o m b i n e d  h y p o t h e s i s  e x p l a i n s  
t h e  o b s e r v a t i o n s  and  q u e s t i o n s  l i s t e d  i n  6 . 2  a nd  6 . 3 .
6 .  5  Mu t a ; t  j.ons...J_n__. th§. „  DNA_ ba § § . . § § g u § n c § s
6 . 5 .  1 B a s j  . . c . . h y p g t h e s l s
T' h e  b a s i c h v  p o t  h e s i s  i s :  -
" T h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  a nd  t h e  m e n t a l
r e t a r d a t  i on a r e  b r ■ o u g h t  a b o u t  b y  t h e  d i r e c t  
a c t i o n  o f  a s i n g l e  m u t a t i o n  i n  t h e  DNA b a s e
s e q u e n c e s  a t  t h e  f r a g  i 1e ( X  ) s i t e . "  ( s e e
u i a g r  arn 4 a ) .
T h e  f i r s t  g roup)  o f  h y p o t h e s e s  i n v o l v e
m u t a t  i o n s  i n  t h e  b a s e  s e q u e n  c e s  a t  t h e  f r a g  i l e ( X ) s i t e .
I n  s u c h  an h y p o t h e s  i s '  i t  i s  p o s t u 1 a t e d  t h a t  t h e  f r a g  i 1e
s i t e s  a r e  c a u s e d  b y  an e r r o r  i n  t h e  b a s e  c o m p o s i t i o n  o f
t. h e D N A c h a i n a t  t  h e s i t e ,  w h i c h p r  e v e n t  s  t  h e b i n d i n g
t o  i t  o f  c h r o m o s o m e  p r o t e i n s .  T h i s  w o u l d  b e  i n h e r i t e d  
a t  e a c h  c e l l  d i v i s i o n . 1
Basic “mutation at the f r a g i l e  s i te  hyPo
x c h ro m o s o m e
Prote ins
bind
Proteins
x q  27 . 3
b i n d - -  
f ragi ie(x)
chromosomal
P ro te in s
rtgrraM.
u n p r o t e c t e d  DNA
- a l l o w s
t r a n s c r i p t i o n
coding gene—
elsewhere in 
t h e  g e n o m e
-Basic “coding gene m u ta t io n ” h y p o t h e s
/
CO
CM
cr
x
Proteins
bind
mutation
P roducing 
i f ic  binding 
histone Proteins
CO
CM
cr
X
| non-specific binding 
'^non-histone Proteins
Proteins fa i l  
to bind
7 1
mutated  
<7 Protein
D i sc: u s s  i on Page 164
The  h y p o t h e s i s  a r o s e  o u t  o f  f a m i l y  s t u d i e s  
w h i c h  s h o w e d  t h a t  t h e  f r a g  I 1 e.(X ) s i t e  was  s s s o c i  a t e d  
w i t h  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  i n  t h e  v a s t  m a j o r i t y  o f  c a s e s  
( T u r n e r  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  T h e  f r a g  i 1 e <X ) s y n d r o m e  i s
i n h e r i t e d  i n  an  X - l  i n k e d  m a n n e r ,  a n d  t h u s  i t  was
r e a s o n a b l e  t o  a s s u m e  t h e  g e n e  r e s p o n s i b l e  was  on t h e
X - c h r o m o s o m e .  I t  was  p l a c e d  a t  t h e  f r a g i l e  s i t e  f o r  
c o n v e n i e n c e .  I f  t h e  b a s e  s e q u e n c e s  a r e  a l t e r e d  t h e
n o n - h i s t o n e  p r o t e i n s  w i l l  n o t  b e  a b l e  t o  f i n d  t h e  i r  
b i n d i n g  s i t e s  a nd  a f r a g i l e  s i t e  w i l l  r e s u l t .  T h e  DNA
w i l l  f o r m  comp 1 e x e s  w i t h  n o n - s p e c  i f  i c  p r o t e  i n s  i n  some
/
4
c e l l s ,  t h e s e  c e l l s  w i l l  n o t  s h o w  t h e  f r a g i l e  s i t e .
6 . 5 . 2  Causes_gf._the_assgclated_mentaT_r§£§£d§tign
The  a l t e r e d  DNA b a s e  s e q u e n c e s  a t  t h e  
f r a g  i 1e ( X ) s i t e  c o u 1d d i r e c  1 1y  f o r i  ng  a b o u t  t h e  men t a  1 
r  e t  a r  d a t  i o n i n a n u rn b e r  o f  w a y  s . F i r s t l y ,  i f  t  h e 
a 1 t e r  a t  i on  1 i e s  w i t h  i n a c i s t r o n  , i t  c o u  1 ci b r  i ng a b o u t  
t  h e rnen t  a 1 r  e t  a r  da t  i on b y  p r  e v e n  t  i n g , o r  a 1 1 e r  i n g ,
t r a n s c r  i p t  i on  o f  t h e  DNA" t h e  l a c k  o f  n o r m a l  g e n e
p r o d u c t ,  o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a new o n e ,  c a u s i n g  t h e  
m e n t a l  r e t a r d a t i o n .  S e c o n d  1y  t h e  m u t a t i o n  c o u l d  1 i e  
w i t h i n  a p r o m o t e r  r e g i o n  o r  r e p r e s s o r  r e g i o n  o f  a 
c i s  t  r  on  -  - t  h e men t a l  r  e t  a r  d a t  i on  wou 1 cl t  h en  b e  t h e  
r e s u l t  o f  a g e n e  t h a t  c a n  n o  l o n g e r  b e  c o n t r o l l e d .
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1 i i e r e  i s  ev  i d e n c e  t o  s u g g e s t  t h a t  t h e  
f r a g  i 1 e (X ) s i t e  1 i os w i t h i n  an i n a c t i v e  r e g i o n  o f  t h e  
X- chr omosome <(i i r a u d  e t  a l  . , 1 9 7 6 ) .  I n  t h i s  c a s e  t h e
m e n t a l  r e t a r d a t i o n  c o u l d  h e  due  t o  t h e  mu t a t  i on 
a f f e c t i n g  t h e  DMA c o i l i n g  o f  t h e  chromosome w h i c h ,  may 
i r i t u r n ,  a f f e c t  t r  arise: r  i p t  i on o f  g e n e s  c l o s e  t o  t h e  
m u t  a t  i o n a n d hi e n c e p r  o t  e i n | ~j r  o d u  c t  i o n . A l t  e r  n a t  i v e  1 y 
the- r e g i o n  o f  " b a r e  DMA",  c a u s e d  by t h e  f a i l u r e  o f  
p r o t e i n s  t o  b i n d ,  w i l l  a l l o w  RNA p o l y m e r a s e s  t o  g e t  a t  
t h e  DNA p o s s i b l y  a l l o w i n g  t r a n s c r i p t  i on  o f  g e n e s ,  n e a r  
t h e  f r a g i 1e ( X ) s i t e , w h i  ch a r e  norma 1 1 y swi  t c h e d  o f f .
//
T h e  v a r i a t i o n  i n  s e v e r i t y  o f  t h e  m e n t a l  
r e t a r d a t i o n  c a n  be  e x p l a i n e d  a s  f o r  o t h e r  s i n g l e  g e n e  
c a u s e s  o f  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  s u c h  a s  p h e n y l k e t o n u r  i a 
( J a c o b s  1 9 / 7 ) .
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I f  t h e  f r a g i l e  s  i t e  was  d u e  t o  d i r e c t l y  a c t i n g  
s i n g l e  m u t a t i o n s  o f  t h e  DNA c h a i n ,  e v e r y  c e l l  a t  t h e  
same s t a g e  o f  d i v i s i o n ,  u n d e r  i d e n t  i c a  1 c o n d  i t  i o n s
s h o u l d  b e  p e n e t r a n t  f o r  t h e  s i t e  t o  t h e  same e x t e n t ,
b e c a u s e  e v e r y  c e l l  i s  d e r i v e d  f r o m  t h e  same z y g o t e ,  i e .  
w i l l  b e  g e n e t i c a l l y  i d e n t i c a l .  O n l y  a p r o p o r t i o n  o% t h e  
c c  1 I s ,  u e> u a 1 1 y  s  rn a l l ,  o f  a n i n d i v  i c! u a 1 a c t  u a 11 y
d e m o n s t r a t e  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e .  T h e s e  c e l l s  c o u l d
s
h e  e x p  1 a i n ed  a s  b e  i ng t h e  r e s u  11 o f  r e p  1 i ca  t  i o n a  1 
e r r o r s  d u r i n g  c h r o m o s o m e  d i v i s i o n ,  w h i c h  c o u l d  a l s o  
e x p l a i n  t h e  rnen t a  1 r e t a r d a t  i o n . Suc:h a h i gh  r a t e  o f  
r e p  1 i c a t  i o n a 1 e r r o r  c o u l d  b e  i n h e r i t e d  a s  t h e  
f r a g  i 1e ( X ) s y n d r o m e .  H o m o v e r  i nd i v  i d u a 1 c e l l s ,  f r o m
f r a g  i 1e ( X ) i n d i v i d u a l s ,  g r o w n  up a s  c 1 o n e s , a 11 s h o w
t h e  same p e n e t r a n c e  a s  t h e  o r i g i n a l  c u l t u r e ,  w h e t h e r  
t h e y  o r i  g i n a t e  f r o m  f r a g  i 1e ( X ) o r  n o r m a  1 c e l  1s  ( B r y a n t  
e t  a 1 . ,  1 9 8 3 ) .  I f  f r a g  i 1e ( X ) c e l l s  w e r e  t h e  p r o d u c t  o f  
r e p l  i c a t  i on a 1 e r r  o r  s  t  h e y  c o u 1d o n l y  r e v e r t  b a c k t o  
n o r m a l  c e l l s  b y  r e v e r s i n g  t h e  e r r o r ,  t h i s  w o u l d  b e  
u n i  i k e l y  e v e n  i n  a c e l l  1 i n e  w i t h  a h i g h  r a t e  o f  e r r o r ,  
i t  i s  t o o  c o i n c i d e n t a l  t h a t  I t  c o u l d  o c c u r  t o  p r o d u c e  
t h e  same r a t e  o f  f r a g i l e ( X )  c e l l s  i n  a l l  c l o n e s .  B a s e  
s e q u e n c e  rnuta t  i on  h y p o t h e s e s ' c a n  n o t  e x p l a i n  why  o n l y  
some o f  t h e  c e l l s  o f  a f f e c t e d  i n d i v i d u a l s  s h ow  t h e  
f r a g  i l e  s i t e .
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T h o s e  h y p o t h e s e s  a l s o  f a i l  t o  e x p l a i n  why  t h e  
e ;--:pr e x s  i on v a r i e s  w i t h  ( . u l t u r e  c o n d i t i o n s .  C u l t u r e  
c o n d i t i o n s  l o w  i n  f o l i c  a c i d  a r e  n e e d e d  f o r  e x p r e s s  i on 
o f  t h e  f r a g  i 1 e s i t o  s u g g e s t  i n g  t h a t  t h e  f r  ag  i 1 c• s i t e  
m u s t  b e  due- t o  some d e f e c t  o f  t h e  c h r o m o s o m e  s t r  uc t u r e .
6 .  6 "My t a t  j o n s ^ g f _ e g d j n g _ g e n . e s h y p o t h e s e s
I t  p r o v e d  v e r y  d i f f i c u l t  t o  e s t a b l i s h * *  a n y  
l i n k a g e  b e t w e e n  t h e  f r s g i l e ( X )  s y n d r o m e  ar id a n y  o t h e r  
m a r k e r  on  t h e  X - c h r o mo s o m e  ( C a m e r i n o  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .
T h i s  l a c k  o f  l i n k a g e  s u g g e s t e d  t o  Ogawa e t  a l l 9 S 0 .  t h a t  
t h e  g e n e  i n v o l v e d  i n  t h e  s y n d r o m e  d i d  n o t  l i e  a t  t h e
f r a g i l e  s i t e  b u t  e l s e w h e r e  i n  t h e  g en o me ,  n o t
n e c e s s a r i l y  e v e n  on t h e  X - c h r o m o s o m e .
T h e r e  a r e  a n u rn h e r  o f  c o n  t r a d  i c: t  o r  y  s t a t e  rn e n t  s  
on r e c o r n b  i na  t  i on  b e t w e e n  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  and  t h e  
m e n t a l  r e t a r d a t  i on  (sec-  p a g e s  9 ?  a n d  1 4 3 ) .  H o w e v e r  i t  
a p p e a r s  t h a t  t h e  f a i l u r e  t o  f i n d  l i n k a g e  b e t w e e n  t h e  
f r a y s  l e ( X )  s y n d r o m e  and  o t h e r  m a r k e r  s  on t h e
X -  c  h r  o  rn o s  o me i s  d u e  t o  a ' h o t  s p o t '  o f  r e c o r n b  i n a t  i dn a t  
t h e  d i s t a l  e n d  o f  t h e  X- c h r o m o s o m e  (Came.* i n o  e t  a l  . , 
1 9 3 3 ) .  Two g e n e s  i n v o l v e d  i n  H a e m o p h i l i a ,  f a c t o r  -8 a n d  
f a c t o r —-9,  a l s o  l i e  i n  t h i s  r e g i o n  o f  t h e  X~c h r o mo s o r n e ,  
o n e  e i t h e r  s i d e  o f  t h e  f r a g i l e  s i t e ,  b u t  Ogawa e t  a l . ,  
( 1 9 8 0  ) c o u 1 d
D i s c u s s  i on F a g e  l.'-y
demoi  i r - t r  a if. n o  1 i n k a y e  h o t  w o t : .• t h e s e  t w o  g r i  t e - s. a l t h o u g h  
t h e  p h y s i c a l  d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e m  i s  s m a l l .  R e c e n t l y
1 i n k a g e  o f  a b o u t  3bc:M h a s  b e e n  f o u n d  b e t w e e n  f  ac t o r — 9 
and  t h e  f r a g i l e  s i t e  b u t  t h i s  i s  s t i l l  much h i y h e r  t h a n  
ew.pei  t e d  f r o m  t h e  p h y s i c a l  d i s t a n c e  (Tommer-up e t  a l . ,
19 S5 e n d  C a m e r i n o  e t  a l . , 19S3>.  F i l i p p i  e t  a l . C 9 3 3 )
h a v e  a l s o  d e m o n s t r a t e d  l i n k a g e  b e t w e e n  t h e  f r a g i l e  
s i t e  a n d  G6PD.. T h e s e  weak l i n k a g e s  a t  l e a s t  s u g g e s t  
t h a t  t h e  c a u s e  o f  t h e  s y n d r o m e  i s  o n  t h e  X - c h r o m c s o m e .
T h e  s e c  onc! g r ■ oup  o f  h y p o t h e s e s  a r e  d e f  e c t  s  i n
g e n e s ,  w h i c h  n e e d  n o t  l i e  a t  t h e  f r a g i l e  s i t e ,  i n v o l v e d
i n  t h e  p r o d u c t i o n ,  o r  p a c k a g i n g ,  o f  c h r o m o s o m a l
p r o t e i n s .  I n  t h e s e  h y p o t h e s e s  t h e  f r a g i l e  s i t e s  a r e  
p o s t u 1 ate»d a s  b e i n g  d u e  t o  t h e  f  a i 1u r  e o f  a b n o r • ma 1 
ch i ro rnosome b i nd  i ng  p r  o t t i n s  t o  b r  i 11g a b o u t  t h e  n o n n a  1 
mi  t o t i  c c o i l  i n g , p r i  o r - t o  c e l  1 d i v i s i o n ,  s e e n  a s  a 
s e c  on d a r  y  c on  s  t  r  i c  t  i on  a t  r n e t a p h a s e .
6 . 6 . 1  & a s  he _h y  p o  t  h e s j_s
Tbit:- h a s  i c h y p o t h e c  i s  i s :  -
" T h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  i s  d u e  t o  t h e  f a i l u r e  i n  
p r o d u c t i o n  o f  a g r o u p  o f  s p e c i f i c  n o n - h  i s t o n e  
p r o t e i n s  r e q u i r e d  t o  b r i n g  a b o u t  m i t o t i c  
c o i l i n g  o n  t h e  X - c h r o r n o s o m e ,  r e s u l t i n g  i n  a 
g a p  i n  t h e  p r o t e i n  s h e a t h  a l o n g  t h e  
c h r o m o s o m e .  T h i s  g e n e  n e e d  n o t  l i e  a t  t h e  
f r a g i l e ( X )  s i t e . "  ( s e e  d i a g r a m  «rb)
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T h e b a s i c c o d i n g g e n e in u I  a t  i o n s h y  p o t  h e s i s  i s 
b a s e d  on  t h e  f i n d i n g s  i n  s e c t i o n  6 . 4 .  I t  i s  p o s t u l a t e d  
t h a t  t h e  XqS7 r e g i o n  o f  t h e  genome  r e q u i r e s  s p e c i f i c  
non-  h i s t o i  ie p r o t e i n s  t o  b r i n g  a b o u t  i t s  c o n  d en  s a t  i on
d u r  i ng rn i t o t  i c c o  i 1 i n g . I n  f r a g  i 1e ( X ) i nd  i v  i dua  1 s  a
m u t a t i o n  w i t h i n  a g e n e  t h a t  n o r m a l l y  p r o d u c e  t h e s e  
p r o t e i n s  w o u l d  a c c o u n t  f o r  t h e  f r a g i l e  s i t e s .  The  g e n e  
n e e d  n o t  1 i e  a t  t h e  f r a g i l e  s i t e  b u t  c a u s e  t h e  s i t e  b y
p r o d u c i n g  m u t a t e d  p r o t e i n s  w h i c h  f a i l  t o  r e c o g n i s e
t h e i  r  b i  n d i  ng  s  i t e s ,  o r  b y  p r o d u c i  ng  n o  p r o t e  i n  a t  a l l .
j
4
T h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  c o u l d  b e  d u e  t o  d i r e c t
e f f e c t s ,  on  t h e  i n d i v i d u a l ,  o f  t h e  m u t a t e d  s t r u c t u r a l
p r o t e  i n s . H o  w e v  e r  t  h e a s  s  o c i a t  e d rn e n t  a 1 r e t a r d a t  i on  i s
X - l  i n k e d ,  i n  t h i s  c a s e  t h e  g e n e  p r o d u c i n g  t h e
c h r o m o s o m a l  p r o t e i n s  w o u l d  h a v e  t o  l i e  on t h e
X - c h r o m o s o m e .  A m o r e  l i k e l y  e x p  1 a n a  t  i o n , i n  t h i s
h y p o t h e s i s ,  w o u l d  b e  t h a t  t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  i s  d u e
t o  a s e c o n d  m u t a t i o n .  The  f r a g i l e  s i t e  a n d  t h e  m e n t a l
r e t a r d a t i o n  a r e  u s u a l l y  c:o~ i n h e r  i t e d  , t h u s  t h e  g e n e s
r  e sp  o n s  i b 1 e f  o  r  t  h e s  t  r  u c t  u r  a 1 p r o  t  e i n s  a n d t  In e rn e n t  a 1
r e t a r d a t i o n  w o u l d  h a v e  t o  1 i e  c l o s e  t o  o n e  a n o t h e r .  I t
h a s  a l r e a d y  b e e n  m e n t i o n e d  t h a t  t h e • q a rm  o f  t h e
X - c h r o m o s o m e  i s  a ' h o t  s p o t '  f o r  r e c o r n b  i n a t  i o n , t h u s  i f
t h e y  a r e  on  t h e  X~chr omoso rne  t h e i r  p h y s i c a l  d i s t a n c e  
/
a pi a r  t  w o u l d  h a v e  t o  b e  v e r y  s m a l l .
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T h e r e  e r e  a numbe r  o f  f o r m s  i n  w h i c h  DNA r u n  
be  p a c k a g e d  i n t o  c h r o m o s o m e s .  T h e  u s u a l  f o r m  i s  a r i g h t  
ha  r i d e d , o r  a l p h a  h e l  i x ,  t h e  B f o r m  o f  DNA ( W a t s o n  ar id 
C r i c k  1 9 5 3 ) .  Some p a r t s  o f  t h e  g e n o t y p e  a r e  p a c k a g e d  a s  
a l e f t  h a n d e d  h e l  i x , o r  Z DNA. Z DNA a r  i s e s  i n  l o n g  
s t r e t c h e s  o f  a l t e r n a t i n g  p u r i n e  a n d  p y r i m i d i n e  b a s e  
p a i r s  s u c h  a s  a t  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  ( A l b e r t o  e t ^ a l . ,  
1 9 S 3 ) .  T h i s  h y p o t h e s i s  i s  t h a t  t h e  DNA a t  t h e  f r a g i l e
s i t e  i s  n o r m a l l y  p a c k a g e d  a s  Z DNA.  Z DNA r e q u i r e s
/
d i f f e r e n t  p r o t e i n s  t o  b e  b o u n d  t o  t h e  b a s e  s e q u e n c e s .  
I f  t he re?  wa s  a m u t a t i o n  i n  a g e n e . p r o d u c i n g  t h e s e  
p r o t e  i n s  t h e y  won 1d f a i l  t o  b i n d  t o  t h e  DNA r e s u l t  i ng 
i n  a f r a g i l e  s i t e .  T h i s  s e c t i o n  w o u l d  h a v e  t o  b e  s h o r t  
e n o u g h  t o  p r e v e n t  i t  b e i n g  p a c k a g e d  i n  t h e  B f o r m .
6 . 6 . 3  C M t l c ! s m _ o f _ . . t h e _  c o d j . n g _ . g e n e ^ _ h y p g t h e s e s
A h y p o t h e s i s  a s s u m i n g  t h a t  a d e f e c t  1 i e s  
w i t h i n  a g e n e  p r o d u c i n g  c h r o m o s o m e  s t r u c t u r a l  p r o t e i n s  
c a n  a c c o u n t  f o r  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  f r a g i l e  s i t e  b u t  
n o t  why  i t  i s  p e n e t r a n t  i n  o n l y  some c e l l s ,  u n l e s s  t h e  
s p e c i a l  p r o t e i n s  r e q u i r e d  f o r  c o r r e c t  DNA c o i l i n g  c a n  
s o m e t i m e s  b e  r e p l a c e d  b y  n o n - s p e c i f i c  p r o t e i n s .  I t  c a n  
n o t  e x p l a i n  t h e  d i f f e r e n t ;  e x p r e s s i o n  o b s e r v e d  i n
d i f  f e r e n t  cu  1 1 u r e  rned i a . A l t e r i n g  t h e  c u l t u r e  
c o n d i t i o n s  w i l l  n o t  a f f e c t  t h e  b i n d i n g  r a t e ,  o r  t h e  
s t a h  i 1 i t y  o f  t h e  n o n - s p e c  i f  i c p r o t e  i n s  w h i  c h  a r e  
r e s p o n s  i b 1e f o r  f r a g  i 1e s  i t e s  i n t h  i s  h y p o t h e s  i s .
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The  ' c o d i n g  g e n e '  h y p o t h e s e s  a r e  b a s e d  on t h e  
f a i l u r e  o f  p r o t e i n s  t o  b i n d  t o  t h e  DNA. M u t a t i o n s ,  
w i t  h I n g e n e s  p r  o d u c  i ng  c h r  ornosorne s  t r u c  t  u r  a 1 p r  o t e  i n s , 
w o u l d  b e  u n l i k e l y  t o  c a u s e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  o r  t h e  
o t h e r  c l i n i c a l  f e a t u r e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  f r a g i l e ( X )  
s y n d r o m e .  A s e c o n d  m u t a t i o n  w o u l d  h a v e  t o  b e  i n c l u d e d  
t o  a c c o u n t  f o r  t h e s e .
6 .  7 C o m b i n e d  c o d ] „ n q _ g e n e _ a n d _ _ b a s e _ s e g u e n c e _ r n u t a t
h y p o t h e s e s
//
D e f e c t s  w i t h i n  e i t h e r  g e n e s  c o d i n g  f o r  
ch ro rnosoma 1 p r a t e  i n s  o r  DNA s e q u e n c e s  a 1 t e r  i ng
c:hromosorne s t r u c  t u r e ,  h a v e  b e e n  c o n s  i d e r e d . B o t h  t y p e s  
o f  h y p o t I i e s e s  c a n  a c c o u n  t  f  o r  some o f  t h e  f  i nd i n g s  o f  
t h e  f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e  b u t  n e i t h e r  c a n  e x p l a i n  t h e m  
a l l .  A c o m b i n e d  h y p o t h e s i s  c a n  b e  p r e s e n t e d  w h i c h  c a n  
do s o . Sec  t  i on  6 . 7 . 1 - 6 . 7 . 2 . 2  e x p  1 a i n s  how s u c h  a 
h y p o  t  r i e s i s  c a n a c c oun  t  f o r  t h e  f r a g  i 1e (X ) s i t e  an  d 
s e c t i o n  6 .  S g i v e s  an e x p l a n a t i o n  fo r -  t h e  m e n t a l  
r e t a r d a t i o n .
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6 . 7 .  1 Jr. i rg<Jyc t j  o n ^ an d _b as jc ._c g rn b j  n e d _ h y p o t h e s j  s
F r a g i 10 ' s i t e s  on  a l l  c h r o m o s o m e s  a r e  p r o b a b l y  
d u e  t o  the.  same c a u s e .  T h e y  h a v e  s i m i l a r  a p p e a r a n c e s  
u n d e r  b o t h  t h e  l i g h t  m i c r o s c o p e  a n d  t h e  e l e c t r o n  
m i c r o s c o p e  ( Z a n k l  ar id E h e r l e  1 9 8 3 ;  M a u r i  s o n  e t  a l  . , 
1 983  ) ;  t h e y  r e q u  i r e  s  i rn i 1 a r  c o n d  i t  i o n s  f o r  max i ma 1 
e x p r e s s  i c»n ( V e k e m a n s  e t  e l . ,  1 9 8 3 ) ;  a n d  t h e y  a l l  a p p e a r  
t o  o c c u r  i n  p o l y m o r p h i c  r e g i o n s  o f  t h e  g e n o t y p e  ( G i r a r d  e t  
a 1-. , 1 9 7 6 ) .  T h e r e  i s  a g e n e r a l  i n c r e a s e -  i n  c h r o m o s o m e
f r a g i 1 i t y  i n  f r a g i l e ( X )  p a t i e n t s  o v e r  t h e  n o r m a l  
c o n t r o l s  (a 6--7 t i m e s  i n c r e a s e  i n  m a l e s  a n d  2 - 3  t i m e s  
i n  f e m a l e s )  ( s e e  t h e  r e s u l t s  r e p o r t e d  i n  t h i s  p r o j e c t ) .  
11 a p p e a r s  t h a t  t h e  m e n t a  1 r e t - a r d a t  i on  a s s o c i a t e d  w i t h  
t l  ie f  r  aq i 1 e (X ) s y n d r o m e  i s  a s s o c  i a t  e d w i t h  c h r  omoso . - e
f i  ay i 1 i t y  n o t  J u c . t  t o  t h e  f r a g  i 1 e (X ) s i  t o .  T h e s e
r e s u l t s  d o  n o t  a r g u e  a g a i n s t  t h e  s y n d r o m e  h a v i n g  an 
X- 1 i n k e d  i n h e r  i t a n c e .  A l t h o u g h  a u t o s o m a l  f r a g  i 1 i t y  i s  
a l s o  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e .  s y n d r o m e  n o  p a r t i c u l a r  
au  t o s o m a  1 s  i t e  s h o w s  c o- i nhe-r  i t  a r ,c e  w i t h  t h e  rner«t a  1
r  e t a r  da t  i on i n t h i e  ma n ne r  o f  t h e  f r a g  i 1 e (X ) s  i t e ,
a 1 t h o u g h  c h r o m o s b m e s  n u m b e r s  A , 6 ,  10 a n d  16 a r e  m o r e
f  r  e qu e-n t l y  a f  f  ec  t  ed  a mon g s  t  t  hi a f r a g  i l e  ( X ) i n d i v i d u  a 1 s  
t i i a n  i n t h e  norreia 1 popiu 1 a t  i o n .
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The? o n l y  o b b e r  v a t  i o n  w h i c h  s e t s  the? f r a g i l e ( X )  
s  i t e  a p a r t  f r o m  a u t o s o m a  1 f r a g i l e  s i t e s  i s  i t s  a p p a r e n t  
a s s o c i a t i o n  w i t h  a t y p e  o f  X - l i n k e d  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  
( T u r n e r  e t  a 1 « , 1 9 8 0 ) .  I n d i v i d u a l  a u t o s o m a l  a n d  Xp a r m
f r a g i l e  s  i t e s *  h a v e  n o t  b e e n  s hown  t o  h e  a s s o c i a t e d  
w i t h  a n y  known  p h e n o t y p i c  e f f e c t s  a nd  a r e  t h u s  p r o b a b l y
w i t h  i n p o l y m o r p h  i c h e t e r o c h r o m a t i c  r e g i o n s  o f  t h e
genome.
T he  m a i n  f a i l i n g s  o f  b o t h  g r o u p s  o f  h y p o t h e s e s
s o  f a r  c o n s i d e r e d ,  i s  n o t  b e i n g  a b l e  t o  e x p l a i n  why
/✓
o n l y  some c e l l s  s how a f r a g i l e ( X )  s i t e  a n d  wh y  c u l t u r e  
d i f f e r e n c e s  a 1 t e r  t h  i s  * e x p r e s s  i on  . T he  d e p 1e t  i on  o f  
t h y m i n e  i n  t h e  c u l t u r e  m e d i a  a p p e a r s  t o  b e  n e c e s s a r y  
f o r  f r a g i l e  s i t e  e x p r e s s i o n  and  t h u s  a h y p o t h e s i s  
i r i v c' 1 v i n g t  h y  m i n e rn u s t  b e p r  o d u c e d ■
I n  t h e  c o m b i n e d  h y p o t h e s e s  f r a g i l e  s i t e s  a r e
d u e  t o  t h e  f a i l u r e  o f  p r o t e i n s  t o  b i n d  t o  t h e  DNA,
b e c a u s e  o f  a l t e r e d  b a s e s  i n  t h e  DNA c h a i n .  F r a g i l e  
s i t e s  w i l l  o c c u r  i n  r e g i o n s  o f  t h e  g e n o t y p e  r i c h  i n  A - T  
b a s e  p a i r s ,  i t  i s  o n l y  i n t h e s e  a r e a s  t h a t  e n o u g h  
s u b s  LI L o t i o n s  f o r  t h y m  i ne  w i l l  o c c u r .  R e p e a  t e d  A—I b a s e  
p a i r  s e q u e n c e s  o c c u r  i n  some h e t e r o c h r o m a t i c  r e g i o n s  
( L i m a  de  F a r i a  1 9 6 9 ) .  T h e s e  a r e  r e g i o n s  c o n t a i n i n g  many  
p o l  y rno rph  i BrnE b e t w e e n  i nd i v  i d u a l  s  e x p  1 a i n i ng wh y  
d i f f e r e n t  i nd  i v  i d u a l s  d e m o n s t r a  t e  d i f f e r e n t  s  i t e s .  An 
i nd  i v  i d u a 1 w i l l  o n 1y  e x p r e s s  a p a r t  i c u 1s r  f r a g  i 1e s i t e  
i f  he  i n h e r i t s  a p a r t i c u l a r  p o l  y r no r ph  i sm.
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T h e  bas i c :  h y p o t h e c  i s  i s : -
" F r a g i l e  s i t e s  o c c u r  w i t h i n  p o l  y r n o r p h  i c
r e g  i o n s  o f  t h e  DNA. T h e y  a r  e d o e  t o
r a n d o m  s u b s t i t u t i o n s  o f  t h y m i n e  b a s e s ,  b y
b a s e s  o f  a s i m i l a r  n a t u r e  a nd  s h a p e , s u c h  a s
u r a c  i 1,  w h i  c h ,  n e v e r t h e l e s s ,  d i s t o r t  t h e
d o u b l e  h e l  i x ,  p r e v e n t i n g  t h e  b i nd  i ng  o f
p r o t e i n s  t o  t h e  c h r o m o s o m e .  T h e  m e n t a l
r e t a r d a t i o n  i s  c a u s e d  b y  t h e  r a n d o m
s u h s t  i t u t  i o n s  o c c u r  i ng w i t h i n  a c t i v e  g e n e ^ . "
( S e e  k c )
I n  t h i s  b a s i c  h y p o t h e s i s  t h e  f r a g i l e  s i t e  a n d
/
i4
t  h e men t  a 1 r e t a r d a t i o n  a r e  i n d ep e n d e n  t  c o n  s e q u  e n c  e s  o f
t h e  r a n d o m  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  t h e  DNA o f  b a s e s  o t h e r
t  t i a n t  h y  rn i n e . T h e f  r  a g i 1 e ( X ) s i t  e a 1 s o b e i n g d e p e n cl e n t
on t h e  i n h e r  i t a n c e  o f  a p o l  y rnorph  i srn, t h e  rnen t a  1
r e t a r d a t i o n  d e p e n d i n g  on  t h e  e x t e n t  o f  s u b s t i t u t i o n s  
w i t h i n  a c t i v e  g e n e s .
6 . 7 ' .  2  E ! .ah o r  a t  j  . ons  o f  t h e  h a s  i c . . h y p o t h e s  i s  
6 . 7 . 2 .  1 A  d e f  ec  t  i y e  __ t  hym L^. iDL.- .L7 D. t .Eetase __p§ t h  way
H y p o t h e s i s
F r a g  i 1 e ( X ) i n d I v  i d u a  1 s s h ow  an i n c r e a s e  i n  t h e  
n u m b e r  o f  f r a g i l e  s i t e s  p e r  c e l l  ( S e c t i o n  4 . 4 ) .  T h e  
i n c r e a s e  i n  t h e  p e n e t r a n c e  o f  f r a g i l e  s i t e s  s e e n  i n  
f r a g i 1e ( X ) i nd  i v  i d u a 1s  u n d e r  c e r t a i n  c u 1 t u r e  c o n d i  t  i o n s  
i s  d u e  t o  a p a r t i a l  d e f e c t  i n  t h e  t h y m i d i n e  s y n t h e t a s e ?  
p a t h w a y .
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1 f  t h e  p a t h w a y '  was  c o m p l e t e l y  b l o c  ked  t he re?  
w o u l d  be  no  n o r m a l  t h y m i n e  b a s e s  a v a i l a b l e ,  a p a r t  f r o m  
v  i a t i  io sa  1 v a g e  pa t h w a y  ( s e e  t I  te a p p e n d  i x  ) .  D e p en d  i ng  
on wh i c h  p a r t  o f  t h e  p a t h w a y  i s  a f f e c t e d  d i f f e r e n t  e n d  
p r o d u c t s  w i l l  a c c u m u l a t e .  Some o f  t h e s e  end  p r o d u c t s
may be  s u f  f  i c i en  t 1 y  s  i rn i 1 a r  t o  t hyrn i n e  ( e g . u r  i d y  1 i c
a c i d )  e n a b l i n g  t h e i r  use?, i n  i t s  p l a c e ,  c a u s i n g  
d i s t a r t i  o n s  i n t h e  h e l  i x .  T he  mod i f  i ed h y p o t h e s i s  i s  a s  
f o l l o w s ! -  V
'' F r  a g i l e  s i t e  s  o c: c u r  i n p o 1 y  rn o r  p h i c r  e  g i o n s  : d f
/'- ---
t h e  . DNA a n d  a r e  d u e  t o  s u b s t i t u t i o n s  f o r
t h y m i n e  b a s e s  i n  t h e  DNA c h a i n .  T h e  
s u b s t i t u t i o n s  o c c u r  b e c a u s e  o f  a d e f e c t  i n  t i ne 
t h y m i d i n e  s y n t h e t a s e  p a t h w a y  c a u s i n g  a
s h o r t a g e  0 f  t hy rn  i n e  b a s e s  f o r  DNA s y n  t h e s  i s ,
wh i ch  i s  i n t e n s i  f  i ed  i n , c e r t a  i n c u 1 t u r e  
c o n d i  t  i o n s .  A f e w  b a s e  s u b s t i  t u t i  o n s  i n  c l o s e  
p r o x i m i t y  w i l l  p r o d u c e  a l t e r a t i o n s  o f  t h e
d o u b l e  h e l  i x  p r e v e n t i n g  t h e  b i n d i n g  o f
p r o t e  i n s  r e s i . i l  t i n g  i n a f r a g  i 1 e s i  t o ,  "
h e 1 1 l OQe
T h i s  mod i f  i ca  t  i on r e q u  i r e s  the? m u t a t i o n  i n  t h e  
t h y m i d i n e  s y n t h e t a s e  p a t h w a y  t o  be " l e a k y ' ,  i e .  o n e  
t h a t ,  p r o d u c e s  n o r m a l  g e n e  p r o d u c t ,  b u t  i n  a 1 o w e r e d  
a rnoun t , o r  p r  o d u c e s  some  mu t  an t  p r  o d u c  t  s  a 1 o ng  w i t h  t  h e  
n o  r  rn a 1 p r o d u c: t , t o  a c: c o u n t  f  o r  n o r  rn a 1 a n d f r a g  i 1 e ( X ) 
c e l l s .
D i st >. i £,r 1
P a g e
I n  human c e l l s .  t h e r e  i s  s'  ' p r o o f  c h e c k i n g '  
d u r i n g  DNA s y n  t h e s  i s .  DNA po  1 y m s r  a s o s  c a t a l y s e  t h e  
a d d i t  i o r i o f  s u c c e s  s  i v e  b a s  e p a i r  s ; t  h e y  a l s o  c h e c k  t  h a t  
t h e  c o r r e c t  b a s e  h a s  J u s t  b e e n  a d d o d  b y  e n s u r i n g  t h a t  
t h e  p h o s p h a t e  g r o u p  1 i e s  i n  t h e  c o r r e c t  p l a c e  f o r  t h e  
a d d i t i o n  o f  t h e  n e x t  b a s e .  I f  t h e  w r o n g  b a s e  h a s  b e e n  
a d d e d  t h e y  ' n i c k '  i t  o u t  o f  t h e  c h a i n  a n d  t h e n  r e p l a c e  
i t  w i t h  t h e  c o r r e c t  o n e ,  a s s u m i n g  t h e r e  i s  s u f f i c i e n t  
a v a i l a b l e  ( T o p a l  a nd  F r e s c o  1 9 7 6 ) .  I f  t h e  f  r a g  i 1 e yc> i t e  
i s  d u e  t o  t h y m i n e  b a s e  s u b s t i t u t i o n s  d u e  t o  t h y m i n e
d e p l e t i o n  c a u s e d  b y  a m u t a t i o n  w i t h i n  a g e n e  i n  t h e/
/i
t h y m i d i n e  s y n t h e t a s e  p a t h w a y ,  a s e c o n d  m u t a t i o n  m u s t  be  
p r e s e n  t  t o  a l l  ow t h i e  p o  1 y r n e r a s e s  t o  ' o v e r  1 o o k  '  t h i e  
s u b s t  i t u t  i o n s .
6 .  7 .  2 .  2 The?.JUSTe_of  o !ym?_r
H y p o t h e s i s
T he  s u r v e y  r e s u l t s  ( T a b l e  l i b )  r e c o r d  t h a t  a l l  
s  i x  g r  o u p s  o f  p a t  i e n t  s  s  h o w a n i n c r  e a s  e i n  f  r  a g i 1 a 
s i t e s  b y  a l t e r i n g  t h e  f o l a t e  c o n t e n t  o f  t h e  m e d i a .  T h e  
f  o u r  n o n f  r  a g i 1 e ( X ) g r  o u [3 s  s  h o w a c o n s  t  a n t  ' b a c k g r  o u n d ' 
l e v e l  o f  a b o u t  27. o f  c e l l s  e x p r e s s i n g  a f r a g i l e
s i t e .  The  t wo  f r a g i l e ( X )  g r o u p s  s ho w  an i n c r e a s e d  l e v e l  
a t  8 . 9 7 . .  T he  27. ' b a c k g r o u n d '  l e v e l  o f  f r a g i l e  s i t e s  i s  
p r  o h a b 1 y  d u e t o  t  hi e  s  a rn e c a u s  e a s  t  hi e i n c r  e  a s  e d 1 e v  e 1 s  
i n f r a g i 1e ( X ) p a t  i e n t s  a n d  t h e  1ow f o l a t e  c u l t u r e s .
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I t  h a s  b e e n  a r g u e d  t h a t  f r a g i l e  s i t e s  a r e  d u e  
t o  thyrn i no  b a s e s  b e i n g  s u b s t  i t u  t e d  i n  t h e  DNA, b y  o t h e r  
b a s e s ,  w h i c h  d i s t o r  t  t h e  d o u b l e  h e l i x .  T h e  l o w  r a t e  o f  
f r a g i l e  s i t e s  s e e n  i n  n o r m a l  i n d i v i d u a l s ,  u n d e r  n o r m a l  
c o n d i t i o n s ,  s u g g e s t s  t h a t  p o l y m e r a s e s  c a n  a c c e p t  some 
d i f f e r e n c e s  f r o m  t h e  n o r m a l  A---T and  G-C b a s e  p a i r ^ .  I t  
i s  k nown  t h a t  p o l y m e r a s e s  c a n  a c c e p t  some b a s e s ,  a p a r t
f r o m  A,  G, C a n d  T w h i c h  a r e  o c c a s i o n a l l y  a d d e d  t o  t h e
/
DNA c h a i n  d u r i n g  DNA s y n t h e s i s ,  e a c h  b e i n g  a b l e  t o  p a i r
w i t h  o n l y  o n e  o f  t h e  n o r m a l  b a s e s .  T h e y  w i l l  b e  r a r e
u n d e r  n o r m a l  c o n d i t i o n s  a nd  w i l l  o n l y  o c c a s i o n a l l y  b e  
a d d e d  i n t o  t h e  c h a i n  b y  m i s t a k e  ( K o r n b e r g  1 9 8 0 ) ,
h o w e v e r  t h i s  s u b s t i t u t i o n  w i l l  b e  i n c r e a s e d  w i t h  a 
d e c r e a s e  o f  n o r m a l  b a s e s .  The  p o l y m e r a s e s  may be  a b l e  
t o  a c c e p t  t h e s e  b a s e s  w h e r e v e r . t h e y  o c c u r ,  e v e n  when  
t h e y  a r e  n o t  i n  p l a c e s  t h a t  t h e y  a r e  n o r m a l l y  f o u n d .  A 
l o w  r a t e  o f  s u b s t i t u t i o n s  u n d e r  n o r m a l  c o n d i t i o n s ,  i n  
n o r m a l  i n d i v i d u a l s ,  c o u l d  a c c o u n t  f o r  t h e  27. 
' b a c k g r o u n d ' : -cl e v e l  • o f  f r a g i l e  s i t e s  i n  f o l a t e
d e f  i c  i en  t  mod i a . When t h e  thy rn  i ne  c o n  t e n  t  i s  1 o w e r e d , 
a s  i n  f r a g i l e ( X )  i n d i v i d u a l s ,  m o r e  o f  t h e  u n u s u a l  b a s e s  
w i 1 1 be  a d d e d  t o  c o r n p e n s a t e  f o r  t h e  l a c k  o f  t hy r n  i n e , 
a c c o u n t i n g  f o r  t h e  i n c r e a s e d  f r a g i 1 i t y .
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The'  c o m b i n e d  h y p o t h e s i s  i s  t h u s :  - 
" F r a g i l e  s i t e s  a r e  d u e  t o  s u b s t i t u t i o n s  f o r  
111ym i r i e.’ i n t h  e DNA c: ha i n . The  s i b  s t  i t u  t  i on  s  
o c c u r  b e c a u s e  o f  a d e f e c t  i n  t h e  t h y m i d i n e  
sy i  d  he  t  e - r  p a t h w a y  c a u s i n g  a s h o r t a g e  o f  
t h y m i n e  h e n c e  t h e  i n c r e a s e  s e e n  i n  f o l a t e  
c l e f  i c i t . t  c u 1 t u r  e me c! i a . *1 ho  p o l  y m e r a s e s  c«o
n o t  r e m o v e  some i n c o r r e c t  b a s e s  w h i c h  p a i r  
w i t h  a d e n i n e  i n  t h e  d o u b l e  h e l  i x .
S u b s t  i t u t  i o n s  c o u 1d o c c u r  a n y w h e r e  w i t h  i t h e  
genome :  b u t  a s i g n i f i c a n t  s h i f t  i n  t h e  h e l i x ,
t o  p r e v e n t  p r o t e i n s  b i n d i n g  t o  t h e  c h r o m o s o m e ,
/4
w i l l  o n l y  a r i s e  w h e r e  a f e w  s u b s t i t u t i o n s  
o c c u r  i n  c l  o s e  p r o x  i rn i t y . F r a g  i 1 e s i  t e s  w i l l  
oc.c u r  w i t h  i n p o l  yrnor ph  i c r e g  i o n s  o f  t h e  DNA.
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6.7. role of excess thv; ne
The recent finding by Sutherland et al-. <1985) 
that excess levels of thymidine increases fragile<x)
expression means that the above hypothesis must be
V + . I n  t v ,  e i r paper -hat both hic-h and
low levels of thymidine alter the deoxy-cytidine 
t ri phosphat e: thyrnidine triphosphate <dCTPidTTP> ratio. 
Excess thymidine leads to raised dTTP * levels which in
i e t en; y or r - T c ■* i-. 4- V.
Discussion Page 178b
If the defect in fragile(x) individuals 
resulted in an overproduction of thymidine; cultures 
grown in a • low folate medium should show a lower %  
expression than normal cultures, because less thymidine 
is available, however the opposite occurs ie. cultures 
show a higher expression as the available thymidine is 
used up eg. a Maher fragile(x) expression is seen after 
three days of culture than after two days,. ; and .'Kigker st.H
a f t e r  P o u r  d a y s  .
The hypothesis becomes:-
"Fragile sites are . due to substitutions for 
thymine or cytosine in the DNA chain. In vivo 
•these substitutions occur because of a defect in 
the thymidine synthetase pathway causing a
sh'ortas;e of thymine, hence the increase in fragile
sites seen in folate deficient culture media. The 
polymerases do not remove some incorrect bases 
which pair with adenine in the DNA double helix. 
Substitutions can occur anywhere within the genome 
but a significant shift in the helix, to prevent
+. ~ K * A  •? T-, O’ +■ r, •*- -J niVT A r,H* 1 1 1 X? » -* c r TU c v- c.i O v i. i CO tJ J. I i <J. JL 1 i g y j  Vile Luwi, vV J_ uhi ^  j  &  I -t. <=? W i i 0 I  C
£Zi m  -C? CC ^  f  ^  *F \ ~(2) i*I " o  C' 1 I I  1 7 1 Pi  ■ p. p  o  -* ri i i .  r r
Fragile sites will occur where there are a number
 ^r- A-T’t, 0 e pairs ir ~ ~ fTi ,A-r j- ., c-•„-.uh r -l orib
W J' 1n  ^V- babl y be a 11 emating sequencas of
parypur i ne and po- /pyrimidine regions to account
f or the i n vitro ef fec t s of excess thvmi j  • _ »1Ul i lc  ♦
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The  c a u s e  o f  t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  i s  n o t  
r e a d i l y  e x p l a i n e d  b y  a n y  h y p o t h e s i s  p u t  f o r w a r d  i n  t h i s  
p i- o j  c:c t , h o w e v e r  men1 a 1 r  e t  a r  d a t  i on  i s  v e r y  h a r d  t o  
d e f i n e  o r  t o  q u a n t i f y .  Wang a n d  E r b e  ( 1 9 8 3 )  r e p o r t e d  
t h a t  1 y m p h o b l  s s t o  i d c e l l  l i n e s  f r o m  f r a y i l e ( X )  
i nd  i v  i d u a 1s  do  n o t  d i  f f e r  f r o m  c o n t r o l s  i n  f o l a t e  
r e q u i r e m e n t s  f o r  g r o w t h ,  a b i l i t y  t o  u s e  h o m o c y s t e i n e ,  
a b i l i t y  t o  u s e  r e d u c e d  f o l a t e s ,  MTX s e n s i t i v i t y  o r  
t h y m i d i n e  s y n t h e t a s e  c o n t e n t .  T h i s  l e d  Wang e t  a l . ,  
( 1 9 8 3 )  t o  c o n c l u d e  t h a t  t h e  b a s i c  d e f e c t  i n  f r a g i l e ( X )  
i n d i v i d u a l s  i s  c o n f i n e d  t o  t h e  DNA o f  t h e  c h r o m o s o m e .  
The  a s s o c i a t e d  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  t h u s  m u s t  b e  l i n k e d
Page 1 7 ?<x
D i s c u s s  i on
t o  t h e  b a ? -r- s u b s t i t u t i o n s  i n  the-  DNA. There-  a r e  
b a s i c a l l y  t h r e e  rnechan i sms b y  w h i c h  i t  c a n  o c c u r .  I t  
c a n  b e  c a u s e d  b y  non-  g o n e t  i c f a c t o r s  w h i c h  mod i f  y  t h e  
e x p r e s s  i on o f  ' n o r m a  1 ' g e n e t  i c  v a r i  a t  i o n ; s p e c  i f  i c 
s i n g l e  g e n e  l o c i  w h i c h  d e p r e s s  i n t e l l e c t u a l  
d e v e 1 o p n i e i i t , t o  a rn a J o r. d e g r e e ,  a g a i n s t  t h e  ' n o  r  rn a 1 ' 
b a c k y r o l i n d  v a r  i a t  i o n ; o r - ,  b y  a p o  1 y g e n  i c b a c k  q r  ouncl  
w h i c h  r e s u l t s  i n  ' n o r m a l '  v a r i a t i o n ,  t h e  l o w  e n d  o f  
w h i c h  c a u s e s  r e t a r d s t i o n .
T h e  f i r s t -  o f  t h e s e  m e c h a n i s m s  i s  a h i g h l y
u n l i k e l y  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n
/
/
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e .  N o n - g e n e t i c  
f a c t o r s ,  a l t h o u g h  b e i n g  f a r n i l  i a l  t o  some e x t e n t ,  a r e  
n o t  h e r i t a b l e .  T h e y  w o u l d  a l s o  n o t  b e  s i m i l a r  f o r  
f r a g i l e ( X )  i n d i v i d u a l s  i n  d i f f e r e n t  f a m i l i e s .  
Non-  g e n e t  i c f a c t o r s  c o u l d  o n l y  p l a y  a p a r t  i n  t h e  
m e n t a l  r e t a r d a t i o n  i f  an  i n d i v i d u a l  w j t h  t h e  f r a g i l e ( X )  
s i t e  was  m o r e  s u s c e p t i b l e  t o  s p e c i f i c  e n v i r o n m e n t a 1 
e f f e c t s  t h a n  n o r m a l  i n d i v i d u a 1s ,  o t h e r w i s e  t h e r e  i s  n o  
r e a s o n  why  t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  s h o u l d  b e  a s s o c  i a t e d  
w i t h  t h e  f r a g i l e ' X )  s i t e  a nd  n o t  a f f e c t  a l l  t h e  m e m b e r s  
o f  a f a m i l y .  T h i s  g r e a t e r  s u s c . e p t i b i l  i t y  w o u l d  h a v e  t o  
he  c a u s e d  b y  t h e  a c t i o n  o f  a g e n e ,  o r  g e n e s ,  1 i n k e d  t o  
t h e  f r a g i l e  s i t e ,  w h i c h  l e a d s  i n t o  t h e  o t h e r  t w o  
m e c h a n i s m s  f o r  t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n .
D i sc use : c. : i
1 h r  i f ; ruc l  m e c h a n i s m  o f  a c i ric• 1 c• g e n e  1 oc i 
d e p r e s s  i ng  i n t e l  1 r>:_ t u a  1 d e v e l o p m e n t  i s  a p o s s i b l e
r - x p l  an  a t  i cm fen t h e  men t  a 1 r e t a r d a t i o n  a s so c  i a t r c l  m i i  ! s 
f  h e f  r ■ a g i 1 e ( X ) s i t e .  I t  h a s  a l e  e  a d y  b o e r. p o i n t  e d i j t
t
t h a t  t i  if.- f r a g i l e  s i t e  l i e s  i r i a p a r t  o f  t h e  genome r i c h  
i n  A - 7  b a s e  p a i r s - ,  w h i c h  i s  p e o b s b l y  i n a c t i v e  
h e t  e r  o c h r  o rn a t i n ,  t h u s  s u c h  a g e n e  w o u l d  h a v e  t o  1 i e  
e l s e w h e r e .  T h e  c: omb i n e d  h y p o t h e c -  i s  p u t  f o r w a r d  h e r e  i s  
o f  a d o f  e c  t  i v e  y e n e  i n t h e  t hy rn  i d i ne  s y n t h e t a s e  pa thiway.  
c a u s i n g  l a c k  o f  t h y m i n e .  T h y m i n e  i s  o n l y  r e q u i r e ^  i n
DNA a n d  t h u s  a s h o r t a g e  o f  i t  i s  u n l i k e l y  t o  h a v e  a n y
d i r e c t  e f f e c t  on  t h e  m e n t a l  s t a t u s  o f  an  i n d i v i d u a l .
H o w e v e r  f o l i c  a c i d  d e f i c i e n c y  i s  c h a r a c t e r i s e d  b y  
g r  o w t ! i f  a i l u r e ,  a n a em i a , l e u  k op  en  i a o r  pa  n c y  t  op  e n i a 
( V J h i t e  e t  a l . ,  1 9 S 4 ) .  T h e  o n l y  way  i n  w h i c h  a d e f e c t i v e  
t h y m i d i n e  s y n t h e t a s e  p a t h w a y  g e n e  m i g h t  d i r e c t l y  c a u s e  
rn e n t  a 1 r e  t a r d a  t  i o  n i s , i f  i n s  t e a d  o f  p r  o d u c i n g t h  y m i n e , 
i t  p r  od u c ed s  orne h a r- rn f  u 1 e n d p r o d u c t . ,
A l  t e r n a  t  i v e l  y  t h e  r  e rn a y  b e  a s  e •::: o n d rn u t  a t  e  d 
g e n e  l o c i  r e s p e m e  i b l  e f o r -  t h e  m e n t a l  r e t a r  dat -  i o n .  Th  i s  
i s  a m o r e  l i k e l y  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n
t h a n  e i t h e r  o f  t h e  a b o v e .  " T h e r e  h a v e  b e e n  a l o t
o f  p e d i g r e e s  o f  f r a g i l e ( x )  f a m i l i e s  p u b l i s h e d ,
t h e y  c o l l e c t i v e l y  s u g g e s t  t h s t  t h e  f r s Q n F ( X )  s i t e  a n d  
t h e  m e n t a l  ' r e t a r d a t i o n  a r e  u s u a l l y  c o - i n h e r i t e d . A 
s e c o n d  d e f e c t i v e  g e n e  p r o v i d e s  a f e a s i b l e  e x p l a n a t i o n  
f o r  t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  a n d  i t s  p a t t e r n  o f  
i n h e r i t a n c e .  I t  r e q u i r e s  a p o l y m o r p h i c  r e g i o n  o f  t h e  
X - c h r o m o s o m e  ( t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e ) ,  a m u t a n t  t h y m i d i n e
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ayr i  f !  ie I a ::■>. • pa t 1 1t'.'iiy got  it-:' ancl  a s e c o n d  m u t a t e d  g e n e  
c3! . is i ng  t 1”)o men t  a 1 r 0 1 a r d a  t  i on  t o  b 0  c o -  i n h e r  i t e d  a s  
t h  a f  r  a g i 1 c:- ( X ) s y n d r  orne* < see; D i a g r am 5 ; d .  I f  o n !  y  t h e  
mu l a  t e d  thyrn i d i n e  s y  n1  h e f  a s o  g o n e  ( s e e  D i a g r a m  5 b )  u r  
t  S1 e p o 1 yrno r  ph  i c r e g  i on  o f  t h e  X - c:. h r  o m o s  o rn e ( s e e  D i a g r  a rn 
5 c )  m e r e  i n h e r i t e d  t h e  i n d i v i d u a l  w o u l d  n o t  s h o w  t h e  
f r a g i l e ( X )  s i t e  b u t  t h e  f o r m e r ’ would  show a h i gh  r a t e  
o f  c h r o m o s o m e  f  r a g  i 1 i t y  a t  o t h e r  s i t e s  ( t h e r e  h a v e  b e e n  
no  r e p o r t s  o f  i n d i v i d u a l s  ' w i t h  h i g h  c ! 1 r  o in 0 % *. 3 rn a 1 
f r a g i 1 i t y  w i t h o u t  t h e  f r a g  l i e  s I t e  b u t  t h i  s  h a s  n o t  
b e e n  s p e c  i f  i ca  1 1 y  1 o o k e d  f o r  )« I f  on 1 y  t h i s  mu f a  f e d  
s e c o n d  g e n e  was-, i n h e r i t e d  ( s e e  D i a g r a m  5 d ) t h e  
i nd i v  i d u a 1 w o u 1d n o t  s h o w  t h e  f r a g  i 1e ( X ) s i t e  b u t  w o u 1d 
be m e n t a l l y  r e t a r d e d  ( v e r y  f e w  m e n t a l l y  r e t a r d e d  
i nd i v  i d u a 1s  i n f r a g i 1e ( X 5 f am i 1 i e s  do  n o t  h a v e  t h e  
f  r-ag i 1 e ( X ) s i t e ) .  I f  t h e  m u t a t e d  t h y m i d i n e  s y n t h e t a s e  
g e n e  a nd  t h e  p o l y m o r p h i c  r e g i o n  o f  t h e  X—c h r o m o s o m e  
( s e e  D i a y r a m  5 e ) wer  e i n h e r  i t e d  t h e  i nd i v  i d u a 1 w o u 1d 
h a v e  n o r m a l  I . Q .  b u t  h a v e  t h e  f r a g i l e ( X )  s i  t e  ( v e r y  f e w  
' n o r m a l '  f r a g i l e ( X )  i n d i v i d u a l s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d ) .  
D i a g r a m  -5f  s h o w s  t h e  e x p e c t e d  i n h e r i t a n c e  r a t e s  f o r  t h e  
rn e n t  a 1 r  e t  a r  d a t  i o n a n d 111 e f r a g  i 1 e ( X ) s  i t  e , f  r  o  it*
c a r r  i e r  ferna 1 e s ,  w i t h  f r e e  r e c o m b  i n a t  i on
showing Possible inheritance patterns for the f ra g i le x syndrome QiHa£a*r  
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b e  t we en  the/  t h r e e  a s p e c t s  o f  t h e  s y n d r o m e  < s e e  D i a g r a m  
s e c  t  i on A ) ,  a nd  a 1 s o  w i t h  c 1 o s s  1 i nkagc? be tw=. 'on 
t h e m .  T h e  r e s u l t s  s how  t h a t  t h e y  won 1 d a l l  h a v e  t o  be. 
c l o s e l y  1 i n k e d  on t h e  X c  1 "ir o rno surne ( -see D i a g r a m  f  
s e c t  i on C ) t o  s a t i s f y  t h e  p e d  i g r e e  d a t a  s h o o i n g  v e r y  
c 1 o s e  1 i n k a g e  b e t w e e n  t h e  f  r a g  i 1e ( X ) s i t e  a nd  t h e  
m e a t a  1 r e t a r d s t i o n , a l t h o u g h  l i n k a g e  b e t w e e n  t h e  m e n t a l  
r e  t a r d a  t i  on and  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  w o u 1d be  s u f f i  c i  e n t  
t o  a c c o u n t  f o r  t h e .  p o p u l a t i o n  d a t a  <s e e  D i a g r a m  S f  
s e c t i o n  B ) .  M o r e  d e t a i l e d  p e d  i g r e e  a n a l  yeses a r e  
r e q u i r e d  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r -  t h e  t h y m i d i n e  s y n t h e t a s e  
g e n e  w o u l d  a l s o  h a v e  t o  1 i e  on  t h e  X - c h r o m o s o m e  i n  t h i s  
h y p o t h e c -  i s .  O b s e r v i n g  t h e  p e n e t r a n c e  o f  a u t o s o m a l  
f r a g i l e  s i t e s ,  i n  b o t h  n o r m a l  a nd  m e n t a l l y  r e t a r d e d  
i nd i v  i clua 1 s  w i t h  i n f  r a y  i 1 e ( X ) f a i n  i 1 i e s ,  w i l l  a 1 s o  
i n d i c a t e  w h e t h e r  t h e  t hy rn  i d i n e  s y n t h e t a s e  g e n e  m u s t  he  
X- 1 i n k e c i ,
The t h i r d  m e ch a n i s m ,  a p o l y g e n i c  b a c k g r o u n d  
r e s u 1 t  i ng i n ' norma 1 '  v a r  i a t  i o n ,  i s t h e  most  1 i k e 1y 
exp  1 a n a t  i on f  o r  t h e  ment a  1 r e t a r d s t  ion a ssoc  i a t e d  wi t h  
t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e .  Such a mechan i sm r e a d i l y  e x p l a i n s  
t h e  v a r i a t i o n  in t h e  m e n t a l  r e t a r d s t i o r  i . T h i s  
h y p o t h e c  i s i s  s e t  o u t  in d e t a i l  in t h e  f o l l o w i n g  
s e c t i o n s  ( 6 . 9 - 6 .  1 2 ) .
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t i g n _ D f  _ t h e _ a s B D c  i a  t ed _ r n en  t a  1 r e t a r d s  t  i o n
i i § . s : § : _ & e . i L _ s y k s t i t y . t i 9 Q 5 _ w i t h i Q _ a c  t  ]_ve__gen§B
T h e  f a l s e  b a s e  p a i r i n g  d u e  t o  t h e  l a c k  o f
t h y m i n e  w i l l  n e t  b e  r e s t r i c t e d  t o  t h e  h e t e r o c h r o m a t i c
F r a g i l e  s i t e s  b u t  w i l l  o c c u r  t h r o u g h o u t  t h e  g e n o t y p e ,
i n c l u d i n g  w i t h i n  a c t i v e  g e n e s .  B a s e  s u b s t i t u t i o n s
w i t h i n  a c t i v e  g e n e s  o f t e n  r e s u l t  i n  m u t a t e d  p r o t e i n
p r o d u c t i o n .  M u t a t e d  p r o t e i n s  c o u l d  r e s u l t  f r o m  a n y
g e n e ,  f r o m  t h i s  h y p o t h e s i s ,  b u t  w o u l d  b e  m o r e  l i k e l y  t o
a r i s e  f r o m  l a r g e  g e n e s  a nd  g e n e s  w i t h  m o r e  t h a n  o n e
c o p y .  T h e  r a n g e  o f  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  i n  f r a g i l e ( X )
i nd  i v  i dua  I s  i s  1 a r  ge  b u t  r e ma  i n s  s  i rn i 1 a r  , w i t h  i n
F a m i l i e s .  T h i s  c a n  b e  e x p l a i n e d  f r o m  t h i s  h y p o t h e s i s .
A n y  g e n e  c a n  b e  a f f e c t e d ,  h e n c e  t h e  v a r i a t i o n  i n  t h e
m e n t a l  r e t a r d a t i o n ,  b u t  t h e  p o l y g e n e s  a r e  m o r e  l i k e l y
t o  b e  a f f e c t e d ,  especially' those with o hxsh proportion 
.;f thysine, h ( h e n c e  t h e  s i m i l a r i t i e s  i n  p h e n o t y p e s
b e t w e e n  f r a g i l e ( X )  i n d i v i d u a l s .  T h e  s i m i 1a r i t i e s  w i t h i n
f a m i l i e s  w i l l  b e  d u e  t o  i n h e r i t a n c e  o f  t h e  same
p o l y m o r p h i s m s  w i t h i n  g e n e s ,  w h i c h  w i l l  n o t  b e  e x a c t l y
i d e n t i c a l  i n  o t h e r  f a m i l i e s  a n d  w i l l  n o t  b e  a f f e c t e d  i n
e x a c t l y  t h e  same m a n n e r .
D i sense- i on Pegr :i R-1
As w i t h  111 - - . i ng l e  1 e c u s  h y p o t h e s  i s f o r  t h e
mr r11a 1 re i n i ’ da t  i os • ah< .ye (see. t  i on L „  &  >, t o  f  i t  the-
p e d i g r e e  d a t a , ,  s ho w i n g  v e r y  c l o v e  assoc  i a t  i on he !:<•:• . n
t h e  men t a  1 re - tar  d a t  i ori arid t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e ,  t h e
i n u t a  t e d  t  h y rn i d i n e s y n t  h c s i s  g e n e rn u s t  l i e  o  n t h e
X- chromosome c l o s e  t o  t h e  f r a g i l e  s i t e ,  b u t  t h i s  i s n o t  
n e c e s s a r y  f o r  t h e  s i t u a t i o n  in t h e  p o p u l a t i o n  ( s e e  
d i agram ) .  T h i s  h y p o t h e s i s  i s  more l i k e l y  t h a n  t h e  
s i n g 1e 1 e c u s  hypo t h e s  i s b e c a u s e  i t  r e q u i r e s  o n l y  one  
m u t a t  i on f o r  t h e  f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e .  I t  a 1 so r e a d  i 1y 
exp l a  i n s  t h e  o b s e r v e  t  i ons  on t r e a t i n g  f r a g  i 1e < X ) 
i nd i v i dua 1 s ( s e e  sec t  i on 6 . 9 . 3 )
6 . 9 . 3  I  I .n....y j . v g .... t r  ea tinc L. t  o f  : f  r  ag j  1 e ( X_) j  nd j  y j  d u a _] s
A number  o f  w o r k e r s  h a v e  a t t e m p t e d  t o  t r e a t  
t h e  m e n t a l l y  r e t a r d e d  f e a t u r e s  o f  f r a g i l e ( X )  p a t i e n t s ,  
L e j e u n e  ( 1 9 8 1 )  h as  been t h e  most  s u c c e s s f u l  us i ng f o l  ic  
ac: id e n d / o r  5~ f  or my 1 t e t r a h y d r o f  ol  a t e  t r e a t m e n t s .  
F o l l o w i n g  such m e d i c a t i o n  he f o u n d  t h a t  s e v e n  o u t  o f  
e i g h t  p a t i e n t s ,  w i t h  t h e  f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e  and
a s s o c i a t e d  p s y c h o t i c  d i s o r d e r s ,  showed m a r ke d
i m p r o v e m e n t .  T h e r e  ha ve  been  a number- o f  o t h e r  s t u d i e s
ot i t h e  t r e a t m e n t  o f  f r e y i l e - X )  p a t i e n t s  us i ng t h y m i n e ,  
f o l i c  a c i d ,  5~-f ormyl  t  e t r a h y d r o f  o l  a t e ,  a p r e c u r s o r  o f  
f o l i c :  a c i d ,  ami no  a c i d s  o r  e v e n  some m o n o - c a r b o n s , u s ed  
i n t  hi e s y n t  h e s i s o f  n u c 1 e o t  i d e b a s e s , A , 6 a n d T
g e n e  • b e i n g  r e s p o n s i b l e  l o t  b o t h  t h e  M R  a n d  t h e  T S  p a t h w a y   0 > — £ 2 .
I n d e p # ndan t a s s o r t m e n t
t
A  +  - A
f e m a l e  c a r r i e r
x  + -  *
I
p o s s i b l e  i n h e r i t a n c e  P a t t e r n s
1 t
A   A  +  - A   +  - A
x y
------------------------  X  X -------------------------------- X  *  X
n o r m a l  n o r m a l  M o ,
M R +  A *  f r a ( > ) t M R
none
r e p o r t e d
X ~ l  i n k a g  e o f  t h e  t h y m i d  i n e  s y n t h e t a s e  g e n e
t x
X —  —  —  —  +  —  X
f e m a l e  c a r r i e r
t X
x -----------   + *  -  - X
P o s s i b l e  o f f s p r i n gn o r m a l  f r a ( x j + M R
n t  t h y m i d i n e  s y n t h e t a s e ^  g e n e
I I e (x ) s i t e
m u t a t e d  c h r o m o s o m e  
n o r m a l  c h  r o m o i o m e
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( d r  be 190-15 ' !"i * j  o r iii a n o t  a l  . , 1 9 0 9 '  Har-vi.-y 17o0 ;  l..e j e u n e
1 9 BP ) .  T h r e e  s t u b  i es  have-’ a t  temp t e  J 't t . , t.r'-c.* 1 t  r i a 1 l;. o f  
f  o 1 a i  a i n f  r  a q i 1 a  ( X ) in d i v i d u a 1 s ( Gr- own e t  ■ a 1 .. , 1 90  4;
C a r p e n t e r  t i  a l . ,  190.0 5 R o s e n b l a t t  e t  a l . ,  1 9 0 0 ) .  No 
c h a n g e  was n o t i c e d  in soma o f  t h o s e  s t u d  i os  b u t  o n l y  
s h o r t  p e r i o d s  o f  t r e e  f  we; i t  wort:- g i v e n .  The- number  o f  
f r a g i 1 a ( X ) s i t e a  o b s e r v o d  in c u 1 t u r e s  o f  t h o s e  p a t  i on i s  
w or e  n o t e d  t o  d e c r e a s e  a l o n g  w i t h  i rn p r o v e d  c l  i n i  c e l  
sympt oms in t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  s t u d i e s .  t
' I  r*i v i t r o '  s t  u d i e s o n c: u 1 t  u r  c- • c o n d i t  i o ft s
a p p e a r  t o  r e f l e c t  t h e  s i t u a t i o n  ' i n  v i v o ' ,  i e .  t h e
f r a g i l e  s i t e s  end t h e  a s s o c i a t e d  m e n t a l  r e t a r d  a t  i on a r e  
due i o  1 ack  o f  thyrn i ne a t  c e l l  d i v i s i o n .  I nc r - oas  i ng <;he
t! iym i ne l e v e l s ,  or- t h a t  o f  i(t s  p r e c u r s o r  s , i m p r o v e s  t h e
m e n t a l  s t a t e  o f  an i n d i v i d u a l  in t h e  same manner  t h a t  
i n i r e a s i n g  t h e  Pel is a c i d ,  o r  t h y m i n e  c o n t e n t ,  o f  
c u l t u r e s  r e d u c e s  t h e  p e n e t r a n c e  o f  t h e  f r a g i l e  s i t e .
i here is some evidence (Lajeune 19S1) that 
suggestsv I n e r e a s i n g  t h e  a mount  o f  t h y m i n e  l o w e r s  t h e
e x p r e s s i o n  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  and i m p r o v e s  t h e
m e n t a l  s t a t u s  o f  t h e  i n d i v i d u a l .  T h i s  imp! i e s  t h a t  t h e
m e n t a l  r e t a r d a t  i on and t h e  f r - a g i l e ( X )  s i t e  must  be  due
t o  a d e f e c t i v e  t h y m i d i n e  s y n t h e s i s  p a t h w a y .  The a c t i o n
o f  b a s e  pa i r -  s u b s t i t u t i o n s ,  w i t h  i n p o l y g e n e s ,  i s  t h u s
t h e  most  l i k e l y  h y p o t h e s i s  f o r  t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n .
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6 . 9 . 3  X~1 j . ukcy;::
*! i i("' h y p o t h e s i s e d  reuse.'  o f  t h e  men t a  1
r e i i i i d d t  i on o u t !  i nod a b o v e  ( s e c t i o n  6 . 9 . 1 )  i s  
*
b a s e  t i l . i s i  i t u t  i o n e  t h r o u g h o u t  t h e  g enome ,  n o t
j u s t  on t h e  X - c h r o r n o s o m e .  I h  i s  men t a  1
r e t a r d a t i o n  w i l l  a p p e a r  t o  b e  X - l  i n k e d  b e c a u s e  
i n  m a l e s  t h e r e  i s  o n l y  o n e  c o p y  o f  e a c h  
X-"Chromosome:. ’ g e n e ,  t h e r e  w i l l  t h u s  b e  n o  
c o m p e n s a t i o n  f r o m  g e n e s  on  t h e  h o m o ! o g u e  ? a n d  
t h e y  w i l l  t h u s  b e  t i ne  m o s t  a f f e c t e d .  
A l t e r n s t i v e l y  g e n e s  i n v o l v e d  may  ■ be  on t h e  
X - c h r o m o s o m e  a s  s e e m s  1 i k e l y .  Some o f  e a c h
g e n e  p r o d u c t  s h o u l d  s t i l l  be  p r o d u c e d  b y  e a c h  
i n d i v i d u a l ,  b u t  i n  a 1o w e r e d  a m o u n t , b e c a u s e
t h e  f r a g  i l e ( X )  s i t e  i s  a c e l  1u 1a r  p h e n o m e n o n  
w i' i r e a s t ! i e rfi e : 11 a 1 r e t  a r  d a t  i o n i s  s y  s  t  e m i c 
r e s u l t i n g  f r o m  t h e  a c t i v i t i e s  o f  many c e l  1 s .  
T h i s  e x n  1 a i n s  why  t h e  mer i t  a 1 r e t a r d a t i o n  i s  
r a r e l y  s e v e r e  i n  f r a g i l e ( X )  i n d i v i d u a l s .  I n
some f r a g  i 1e ( X  ) i n d i v i d u a l s  t h e  r a t e  o f  b a s e
s u b s t  i t u t  i o n ,  w i t h  i n  a c t  i v e  g e n e s ,  may b e  t o o  
1 ow t o  s u f  f  i c i e n t  1 y  a f f e c t  a n y  g o n e  and  t h e y  
w i l l  h a v e  no r ma  1 1 . 0 .  1 e v e 1s .
Eac h  i n d i v i d u a l ' s  g e n e t i c  make up  ' i s  
d i f  f  e r  e n t , c o n t  a i n i n g m a n y  p o 1 y  rn o r  p h i s  n i s  
o c c u r r  i ng r n a i n l y  w i t h i n  t h e  h e t e r o c h r - o r i i a t  i c 
r  eg  i o n s . Th i =• e x p  1 a i n s why  d i f  f e r s n  t
i n d  i v  i dua  1 s d e m o n s t r - a t e  d i f  f e v ■ o n t  f r a g  i 1 e 
s i t e s ,  and  a l s o  t h e i r  i n h e r i t a b l e  n a t u r e .
D i sc use , i ori Pay.- 3R7
I I  wou 1 d i.io i .iso f  u I t o  1.3 b t a i n  a more  a c c u r a t e  
t r  ari:.;.!(! i s ' . i t'i i i - f  t h e  f r a y  i 1 c s i t s -  t h r o u g h
f onts 1 o s . c(j s e e i f  i t  a g r e e s  uj i t  h t h e  e x p  s c  t e d  5 0 7  f o r
a i-r lic • r e :  .s i vt; 1 1 a ; t , o r  w! ie IS ier t h e r  e i s s o l  ec t  i on
f o r  o r  a g a i n s t  t h e  f r a g  i 1e s i  t e  in f e m a l e  g a m e t e s . 
P u b l i s h e d  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t h e  r a t e  o f  t r a n s m  i ss  i on  
i s  a c t u a l l y  g r e a t e r  t h a n  t h e  e x p e c t e d  507.  
( H o w a r d - P e e h l e s  e t  a l  . . 1 9 7 9 ) .
6 . 9 . 4  I  n d e p e n d a n c e _ u f  _ t  h e _ f  r  a g j, 1.. « _(X _) _ s  j  t  e a n d _ t  h e
men t a  1 r e t a r d a  t  i on
I t  h as  been p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  f r a g i l e ( X )  
s i t e  ar- i b o o  in a p e l  y r no r ph  i c • r e g i o n  o f  t h e  g e n o t y p e  
wi th i n i n a c t i v e  he t o r  ochroma t  i n . I t  a p p e a r s  in 111 e same  
r  eg i o* i in a l l  a f  f e e  t e d  i nd i v i dua l  s , as  f a r  a s  
m i c r o s c o p i c  t e c h n  i quss  can d e t e c t .  Ho we ve r  Lite e x t e n t  
and e x a c  t  po s  i t  i ore may v a r y  s i  i gh 1 1 y , acco i i n  t  i ng f o r  
i t s  d i f f e r e n t i a l  p e n e t r a n c e  and a p p e a r a n c e  in d i f f e r e n t  
i nd i v i dua 1 s .  The- f  r a g  i 1 e ( X ) s i t e  i s an a 1 1 o r  n o t h  i ng 
e f f e c t .  T h e r e  w i l l  be a ' t h r e s h o l d '  number  o f  b a s e s  
t h a t  must  be  a f  f e e : t e d  w i t i n  n t h e  X q S 7 * 3 r e g i o n  o f  t h e  
g e n o t y p e ,  b e ' f o r e  p r o t e i n s  f a  i 1 t o  b i nd arid a f r a g i l e  
s i t  s a p p e a r  s . F r  a g i 1 e s i t  e s a r  e a t  t  it e c e 1 1 u 1 a r  1 e v a 1 . 
The  me nt a l  r e t a r d a t i o n  i s  a c u m u l a t i v e  e f f e c t  o f  b a s e  
s u b s t i t u t i o n s  w i t h i n  a number  o f  g e ne s  o v e r  a l l  t h e  
c e l l s  in an i n d i v i d u a l .  T h e r e  a r e  many d i f f e r e n t  w ay s ,  
and l e v e l s ,  in w h i c h  i t  can be e x p r e s s e d .
Po :j f
io i . o i i l  i n n o u s  vv,r i ub i 1 i t y  o f  I ! ;  .. m e n t a l
?■ i tl t h e  d i S“ t'€: f t 'v Vcfi i ah ! 1 ] I  7 u f  t h e
f r - m i l e ' X )  s i  t o o r  i sc f r Ol i i O HO I U? I  f C
tj i* ’c f i ' f  r  a g i 1 o ( X 5
o f  b a s e
a b n o r m a l  i t y * .  }• Sow e v e r  ,  bee ai  i s e  t h e y  ar e cl i f  f a r  or i t  t y p e s
o f  v a r  i ab  i 1 i t y  t h e y '  a r e  i i n d e p e n d e n t  o f  o n a  a n o t  I t o r .  The
gr w t t ' f  t h e  n u m b e r  o f  s o b s t  i t o t  i o n e , t h e  g r e a t e r  t h e
r  s  t a r d a  t  i on w i l l  b e .  Ti re p e n s  t r a n c e  *
s i t e  i s  n o t  o n l y  d e p e n d a n t  on
s u b s t i t u t i o n s  b u t  a l s o  d e p e n d  s on t h e  n u m b e r  c f  t h y m i n e
h o s e s  w i t h  i n t h e  X q ? 7 .  3 r e g  i ori  o f  t h e  g e n o t y p e ,  c u l t u r e
c on d i t  i ui  i s ,  rn i o r  os  c o p e  r c s o  1 u t  i on e t c . Some i n d  i v  i d u a  1 s
who i n h e r i t  t h e  a b n o r m a l  t hyrn i d i no  s y n  t h e t  a ' -e  p a t h w a y
g e n e  may n o t  i n h e r  i t  t h e  p o l y m o r p h i c  f r a g  i 1e ( X  ) r e g i o n
or , d u e  t o  c. r os-s- o v e r  a ,  t h e  s i t e  may b e  a l t e r e d .  T h e s e
i n d i v i d u a l s  w i l l  b e  m e n t a 11y  r e t a r d e d  b u t  w i l l  n o t  s h o w
p e n e l r a n c :  e f o r -  . t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  b u t  w o u l d  s h o w
*
8 n o r  e a s e d  c h r  omosofue f r a g  i 1 i t y  3 s m  v i s u a l s
F r o m  t h e s e  r e s u l t s -  I t  w o u l d  seem n o t  t o  b e  
w o r t h  l o o k i n g  f o r  a n y  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  i n d i v i d u a l  
a u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e s  and  m e n t a l  r e t a r  d a t i o n  b e c a u s e  
t h e y  a r e  n o t  i n c r e a s e d  i n  f r e q u e n c y  b e t w e e n  l -hs 
non*  f  r a g » 1 e ( X ) g r o u p  ar id t h e  n o r m a  1 g r o u p  o f  e i t h e r  
s e x .  T h e i r  i n c r e a s e  i n  t h e  f r a g  i 1c < X ) m e n t a l l y  r e t a r d e d  
g r o u p  howeve r -  i s  v e r y  i n t e r e s  t  i ny  and  w i l l  b e  d i s c u s s e d  
f u r t h e r  i n t h e  c o n e  1 u s  i o n s .
D i scuss ion Fag e 189
6 . 1 0  E y i denc e__g£_ f cag i ] _e_s ] _ t es __ l _J y r mg_ j _n_A~T_ r j _c _h
r;§Q.i9.Qs._Qf
I t  h a s  b e e n  known  f o r  many  y e a r s  t h a t  c e r t a i n  
r e g i o n s  o f  he  t e r o c h r o r n a  t  i n a r e  r i c h  i n  A - T  b a s e  p a i r s  
(L. i rna de  F a r i a  1 9 6 9 ) .  I t  h a s  a l s o  b e e n  k nown  t h a t  
c h r o m o s o m e  G b a n d i n g  t e c h n i q u e s  s t a i n  r e g i o n s  r i c h  . i n  
A - T  b a s e  p a i r s  d a r k l y  ( D u t r i l l a u x  1 9 7 7 ) .  L o o p e d  d o m a i n s  
o f  s  i rn i 1 a r  c h r o m a t i n  s t r u c t u r e  l i e  a l o n g  t h e  
c h r o m o s o m e s  ( Y u n i s  1 9 7 6 ) .
T h e  h y p o t h e s i s  p u t  f o r w a r d  i n  t h i s  p r o j e c t  i s  
t h a t  f r a g i l e  s i t e s  a r e  c a u s e d  b y  s u b s t i t u t i o n s  f o r  
t hy r n  i n e  w i t h i n  c e r t a i n  p o l y m o r p h i c  r e g i o n s  o f  A~T r i c h  
DNA. T h e s e  s u b s t i t u t i o n s  d i s r u p t  t h e  b i n d i n g  o f  
p r o t e i n s  t o  t h e  c h r o m o s o m e s .  R e g i o n s  o f  A - T  r i c h  DNA 
a r e  n o r m a l l y  c o n d e n s e d  i n  t h e  l e f t  h a n d e d  ( o r  2 )  h e l  i x  
o f  DNA r e q u i r i n g  s p e c i a l  p r o t e i n s  ( B o s t o c k  a nd  Bummer  
1 9 7 8 ) .  S l i g h t  a l t e r a t i o n s  i n  t h e  DNA c h a i n  w i l l  p r e v e n t  
p r o t e i n s  b i n d i n g  t o  s h o r t  l e n g t h s  o f  2 DNA ( s e e  s e c t i o n  
6 . 6 . 2 ).
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F r a g i l e  s i t e s  w o u l d  t h u s  b e  e x p e c t e d  t o  l i e  
w i t h i n  s m a l l  d a r k  G b a n d s  a l o n g  t h e  c h r o m o s o m e s .  
S u t h e r l a n d  a nd  H e c h t  ( 1 9 8 5 )  s u g g e s t  t h a t  m o s t  f r a g i l e  
s i t e s  l i e  i n  l i g h t  G b a n d s .  U s i n g  t h e  m i d  r n e t a p h a s e  
P a r i s  c o n f e r e n c e  b a n d i n g  i d e o g r a m  t h i s  s t a t e m e n t  i s  
b o r n e  o u t ,  w i t h  11 o u t  o f  t h e i r  14 r a r e  f o l a t e  
s e n s i t i v e  f r a g i l e  s i t e s  1 y* i ng i n  l i g h t  G b a n d s  a n d  -29 
o u t  o f  t h e  c o m p l e t e  4 2  t h a t  t h e y  1 i s t .  H o w e v e r  t h e  
p i c t u r e  c h a n g e s  i f  t h e  m i n o r  b a n d s  a r e  c o n s i d e r e d  a s  i n  
t h e  p r - o p h a s e  b a n d i n g  i d e o g r a m .
T h e r e  a r e  s m a l l  d a r k  G b a n d s  1 j i n g  a t  t h e  
s i t e s  o f  3 6  o f  t h e  42  f r a g i l e  s i t e s  i n  t h i s  i d e o g r a m  
( s e e  d i a g r a m ’ 6 ) .  T h e s e  n a r r o w  b a n d s  o f  A - T  r i c h  
DNA a t  f r a g i l e  s i t e s  i s  a s  e x p e c t e d  f r o m  t h e  h y p o t h e s i s  
p u t  f o r w a r d  h e r e .  F r a g i l e  s i t e s  w i l l  n o t  o c c u r  a t  a l l  
s m a l l  d a r k  G b a n d s ,  w h i c h  o n l y  i n d i c a t e  r e g i o n s  o f  
r e l a t i v e l y  h i g h  A - T  : b a s e s .  F r a g i l e  s i t e s  w i l l  o n l y
o c c u r  a t  b a n d s  w h e r e  t h e  s h i f t  t o w a r d s  A - T  b a s e  p a i r s  
i s  c o n s i d e r a b 1e .  T h e s e  a r e  p o l y m o r p h i c  r e g i o n s ,  e a c h  
f r a g i 1e s i t e  b e i n g  a p o l y m o r p h i s m  w i t h  a c o n s i d e r a b l e  
s h i f t  t o w a r d s  A - T  b a s e  p a i r s .
I t  i s  a l s o  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  4 o u t  o f  
t h e  6 common f r a g i l e  s i t e s  r e c o r d e d  b y  S u t h e r l a n d  a n d  
H e c h t  ( 1 9 8 5 )  l i e  i n  l a r g e  d a r k  G b a n d s .  T h e s e  a r e a s  may 
a c c o m o d a t e  m o r e  t h a n  o n e  p o l y m o r p h i c  r e g i o n  c a p a b l e  o f  
s h o w i n g  a f r a g i l e  s i t e .  T h i s  w o u l d  a c c o u n t  f o r  t h e i r  
m o r e  f r e q u e n t  o c c u r r e n c e .
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D i scuss i on P a g e l9 1
G i r a u d  e t  a l  . , ( 1 9 7 6 )  h a v e  a r g u e d  t h a t  f r a g i l e
B i t e s  a r e  . a s s o c i a t e d  h e t e r o c h r o m a t i c  s e c o n d a r y  
c o n s t r i c t i o n s  such  a s  t h o s e  f o u n d  on chromosomes 1 , 9  
and 16 .  T h e y  ha ve  t h e  same s t a i n i n g  ' p r o p e r t i e s  as  t h e  
a c r o c e n t r i c  chromosomes ( Ra o u l  1 9 7 0 ) .  G i r a u d  e t  a l .  
f u r t h e r  a r g u e  t h a t  as  a u t o s o m a l  f r a g i 1e s i t e s  do n o t  
h a v e  any  d e l e t e r i o u s  e f f e c t s  on t h o s e  i n d i v i d u a 1s t h a t  
p o s s e s s  them and a s  t h e y  a r e  s t r u c t u r a l  r e a r r a n g e r n e n t s  
o f  t h e  chromosome t h e y  must- l i e  in i n a c t i v e  
h e t e r o c h r o m a  t  i c r e g i o n s  o f  t h e  geneorne.
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6 .  11.  1 I n h e r i t a n c e _ _ g f  _ the__syndrome
The p o l y m o r p h i c  r e g i o n  a t  X q 2 7 . 3  w i l l  be  
i n h e r i t e d  in  n o r ma l  m e n d e l i a n  f a s h i o n ,  b u t  t h e  f r a g i l e  
s i t e  w i l l  o n l y  be  e x p r e s s e d  i f  t h e  m u t a t e d  t h y m i d i n e  
s y n t h e t a s e  p a t h w a y  g e ne  i s  a l s o  i n h e r i t e d .  E i t h e r ,  o f  
t h e s e  f a c t o r s  s e p a r a t e l y  can  n o t  p r o d u c e  t h e  f r a g i l e ( X )  
s i t e ,  a p a r t  f r o m  a s  p a r t  o f  t h e  b a c k g r o u n d  chromosome  
f r a g i l i t y  r a t e  in  t h e  f o r m e r .  The  l a t t e r  a l o n e  c o u l d  
p r o d u c e  t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  ( s e e  D i a g r a m  5  s e c t i o n s  
a - e ) .  I f  t h e  b a s e  s u b s t i t u t i o n s  c a u s e  t h e  m e n t a l  
r e t a r d a t i o n ,  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  c o u l d  o n l y  a r i s e  
w i t h o u t  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  in i n d i v i d u a l s  w i t h  a v e r y  
l ow r a t e  o f  b a s e  s u b s t i t u t i o n s ,  so t h a t  v e r y  f e w  g e n e s  
woul d  be  a f f e c t e d ,  and n o t  eno u g h  t o  h a v e  a n y  
p h e n o t y p i c  e f f e c t .  The  o n l y  m a l e  f r a g i l e ( X )  i n d i v i d u a 1s 
so f a r  r e p o r t e d  w i t h  nor ma l  I . Q .  l e v e l s  h a v e  a l l  had  
v e r y  low l e v e l s  o f  c e l l s  p e n e t r a n t  f o r  t h e  f r a g i l e ( X )  
s i t e ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e y  do h a v e  a l ow r a t e  o f  
t h y m i n e  s u b s t i t u t i o n s .  The  amount  o f  s u b s t i t u t i o n s  w i l l  
depend on t h e  p o l  y r n e r as e s ,  w h e t h e r  t h e y  a l w a y s  f a i l  t o  
r e c o g n i s e  s u b s t i t u t e d  b a s e s  in t h e  c h a i n .  T h i s  w o u l d  be  
a p r o p e r t y  o f  t h e  p o l y m e r a s e s  t h e m s e l v e s  w h i c h  need  n o t  
b e  t h e  same f o r  a l l  i n d i v i d u a l s .  The  t h y m i d i n e  
s y n t h e t a s e  p a t h w a y  can  be a f f e c t e d  in a number  o f  ways  
and may n o t  a l w a y s  be  c o m p l e t e l y  b l o c k e d .  T h e  
d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  i n d i v i d u a l s  a c c o u n t s  f o r  t h e  
d i f f e r e n c e s  in  p e n e t r a n c e  o f  t h e  s i t e .  T h e r e  may a l s o  
be d i f f e r e n c e s  in  t h e  f r a g i l e ( X )  p o l y m o r p h i s m  i t s e l f .
a z i D . a c t i v a t  i o n
X - i n a c t i v a t i o n  s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  t h e  g e n e s  
i n v o l v e d  a r e  on t h e  X-chromasorne .  X -  i nac  t  i va  t  i on can  
a l s o  e x p l a i n  why some f e m a l e s ,  h e t e r o z y g o u s  f o r  t h e  
f r a g i l e  s i t e  a r e  m e n t a l l y  r e t a r d e d .  Some c e l l s  in 
f e m a l e s  w o u l d  h a v e  nor ma l  t h y m i d i n e  s y n t h e t a s e  
a c t i v i t y ,  t h o s e  in w h i c h  t h e  i n a c t i v a t e d  X i s  t h e  one  
w i t h  t h e  m u t a n t  g e n e .  D e p e n d i n g  on t h e  p r o p o r t i o n  o f  
c e l l s  w i t h  an a c t i v e  m u t a t e d  ge n e  t o  t h o s e  w i t h  an 
i n a c t i v e  o n e  w i l l  d e t e r m i n e  t h e  e x t e n t ,  i f  a n y ,  o f  t h e  
m e n t a l  r e t a r d a t i o n .  I n  e v e r y  c e l l  o f  an a f f e c t e d  f e m a l e  
t h e r e  w i l l  be  a m u t a t e d  X eve n  i f  t h i s  i s  n o t  s e e n  a s  a 
f r a g i l e  s i t e .  T h i s  e x p l a i n s  why t h e r e  a p p e a r s  t o  be no 
c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  number o f  f r a g i l e ( X )  s i t e s  see n  
in f e m a l e s  and t h e  e x t e n t  o f  t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n .
X - i n a c t i v a t i o n  s t u d i e s  a r e  a s  y e t  
i n c o n c l u s i v e  and do n o t  p r o v e  t h a t  t h e r e  i s  a n y  d i r e c t  
a s s o c i a t i o n  o f  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  w i t h  . a n  a c t i v e  
f r a g i 1 e ( X ) s i t e .
T h e  g e n e  f o r  t h e  t h y m i d i n e  s y n t h e t a s e  p a t h w a y  
i s  u n l i k e l y  t o  l i e  a t  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  b e c a u s e  t h e  
f r a g i l e  s i t e  w i l l  be  an a r e a  o f  A - T  r i c h  DNA, w h i c h  i s  
a l m o s t  c e r t a i n  t o  be  i n a c t i v e  h e t e r o c h r o m a t i n .  The gene  
n e e d  n o t  l i e  on t h e  X -c h r omo so me ,  t o  f i t  t h e  
h y p o t h e s i s ,  b u t  t h e  p e d i g r e e  d a t a  and t h e  
X - i n a c t i v a t i o n  d a t a ,  w h i c h  i s  n o t  v e r y  s u b s t a n t i a l ,  do 
s u g g e s t  t h a t  t h e  g e n e s  f o r  t h e  f r a g i l e ( X )  s yn d r ome  a r e  
on t h e  X - c h r o m o s o m e .  T h i s  adds  f u r t h e r  w e i g h t  t o  t h e  
h y p o t h e s i s  o f  s e p a r a t e  l o c i  f o r  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  and  
t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n .
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A g r e a t e r  p r o p o r t i o n  o f  c e l l s  d e m o n s t r a t e  
f r a g i l e  s i t e s  t h e  l o n g e r  t h e  c e l l s  a r e  l e f t  in c u l t u r e .  
D u r i n g  t h e  c u l t u r i n g  t h y m i d i n e  w i l l  be  g r a d u a l l y  u s ed  
u p ,  i n c r e a s i n g  t h e  l i k e l i h o o d  o f  b a s e  s u b s t i t u t i o n s .
6 .  1 1 . 5  C h r g r n g s g m e  __d i y  j _s  j _ o n
The a l t e r e d  b a s e  p a i r i n g s  p r o b a b l y  do n o t  
rerna i n in t h e  DNA c h a i n  v e r y  l o n g .  I f  t -hey d i d  t h e r e  
w o u l d  be  a g r a d u a l  a c c u m u l a t i o n  o f  b a s e  s u b s t i t u t i o n s  
t h r o u g h o u t  t h e  genome,  r e s u l t i n g  in c e l l s  f u l l  o f  
i n a c t i v e  g e n e s .  T h i s  i s  b e c a u s e  a b a s e  s u b s t i t u t i o n  on 
o n e  c h a i n  o f  t h e  d o u b l e  h e ! i x  w o u l d  r e p l i c a t e  i n t o  a 
f u l l y  m u t a t e d  chromosome a t  d i v i s i o n ,  and e v e r y  
s u c c e e d i n g  d i v i s i o n .  DNA p o l y m e r a s e s  c o n s t a n t l y  c h e c k  
t h e  DNA f o r  b a s e  p a i r i n g  e r r o r s ,  i t  i s  p r o b a b l e  t h a t  
t h e  f a l s e  b a s e s  w i l l  be  r e m o v e d  d u r i n g  t h e s e  c h e c k s .  
T h e  p o l y m e r a s e s  i n v o l v e d  in  t h i s  7r e s t i n g  s t a g e 7 p r o o f  
c h e c k i n g  a r e  d i f f e r e n t  f r o m  t h o s e  i n v o l v e d  in  t h e  p r o o f  
c h e c k i n g  o f  DNA d u r i n g  s y n t h e s i s  ( T o p a l  and F r e s c o  
1 9 7 6 ) .  T h i s  e x p l a i n s  t h e  o b s e r v e t i o n s  o f  B r y a n t  e t  a l . ,  
< 1 9 8 3 )  who f o u n d  t h a t  c e l l s  w i t h  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e
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d i v i d e  t o  p r o d u c e  b o t h  nor ma l  and f r a g i l e ( X )  c e l l s .  
Each c l o n e  showed a s i m i l a r  7. e x p r e s s i o n  f o r  t h e
f r a g i l e  s i t e  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  c o n t r o l  me ch a n i sm i s  
p r e s e n t  in e v e r y  c e l l  even  i f  t h e  s i t e  i s  n o t
e x p r e s s e d .  The  amount  o f  e x p r e s s i o n  d e p e n d s  on t h e
a v a i l a b i l i t y  o f  t h y m i n e ,  t h e  e x t e n t  o f  t h e  d e f e c t  in 
t h e  t h y m i d i n e  s y n t h e t a s e  p a t h w a y ,  and t h e  n a t u r e  o f _ t h e  
X q 2 7 . 3  r e g i o n  o f  t h e  genome.  A s a m p l e  f r o m  a n y  
i n d i v i d u a l  w i l l  a l w a y s  be t h e  same in r e s p e c t  t o  t h e
l a s t  t w o ,  r e c u l t u r i n g  u n d e r  s i m i l a r  c o n d i t i o n s  w o u l d  
a l s o  be e x p e c t e d  t o  show a s i m i l a r  e x p r e s s i o n .  
D i f f e r e n t  i n d i v i d u a l s  w i l l  h a v e  d i f f e r e n t  p o l y m o r p h i c  
r e g i o n s  a t  t h e  X q 2 7 . 3  r e g i o n  and may h a v e  t h e  t h y m i d i n e  
s y n t h e t a s e -  p a t h w a y  a f f e c t e d  in a d i f f e r e n t  m a n n e r ,  o r  
d e g r e e ,  h e n c e  t h e  d i f f e r e n t  e x p r e s s i o n  b e t w e e n  
i n d i v i d u a l s .  S i m i l a r i t i e s  w i l l  o c c u r  b e t w e e n  c l o s e  
r e l a t i v e s  b e c a u s e  t h e y  w i l l  p o s s e s s  t h e  same g e n e s .
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T h i s  h y p o t h e s i s  e x p l a i n s  t h e  o b s e r v a t i o n s  
l i s t e d  in  s e c t i o n  6 . 2
1 )  M e n d e l i a n  i n h e r i t a n c e — The f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e  i s  
i n h e r i t e d  i n  a M e n d e l i a n  manner  b e c a u s e  i t  i s  du e  t o  
t h e  a c t i o n  o f  a s i n g l e  m u t a t e d  t h y m i d i n e  s y n t h e t a s e  
p a t h w a y  g e ne  w h i c h  a f f e c t s  t h e  e n t i r e  genome.
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2) Expression of the fragile(X) site— A mechanism is 
provided for the appearance of the site— failure of 
proteins binding due to altered base pairings in the 
DNA chain. Also an explanation as to why only some 
cells in a fragile(X) individual are penetrant for the 
frag ile(X) si te.
3) Intelligence levels— An explanation is given to 
account for individuals of normal intelligence but with 
the fragile ^ite, and also for mentally retarded 
individuals, without the fragile site, within families 
in which the site is segregating.
4) Inheritance of the mental retardation— The mental 
retardation appears to have X-linked inheritance 
although it is h r o u g n t  a b o u t  a y o a s c  s u b s t i t c i : o n e
w i t h i n  m a n y  g e n e s  t h r o u g h o u t  t h e  w h o  i e gt-ncnu'-; - v *-•
a c t u a l l y  c a u s e d  b y  single gene defect, which may be 
on the X-chromosome, having its greatest effect on 
.X-chromosome genes. -
5) Association between the fragile(X) site and mental 
retardation— The two aspects of the syndrome are due to 
the same genetic defect. Presence of the fragile(X) 
site, greater• bthan the background level, would always 
be expected to be associated with mental retardation 
because it is Indicative of the mutated thymidine 
synthetase gene. A h  h-explanat ion is put forward to 
explain biwhy hot huaH males are retarded and why some
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6 )  A l t e r i n g  t h e  c u l t u r e  c o n d i t i o n s — The i m p o r t a n c e  o f  
t h e  amount  o f  r e a d i l y  a v a i l a b l e  t h y m i n e  i n  t h e  medium  
i s  e x p l a i n e d .
I n  a d d i t i o n  t o  t h e  p o i n t s  made in  6 . 2 . 1 - 6 . 2 . 6  
t h e  f o l l o w i n g  o b s e r v a t i o n s  a r e  a l s o  e x p l a i n e d : -
7 )  An e x p l a n a t i o n  a s  t o  why a u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e s  a r e  
n o t  a s s o c i a t e d  wi t h  a n y  d i r e c t  p h e n o t y p  i c  e f f e c t s .
8 )  A r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  a u t o s o m a l  and X-chrornosornal  
f r a g i l e  s i t e s  h a s  b een  p r o v i d e d .
9 )  An e x p l a n a t i o n  a s  t o  why i n d i v i d u a l s  can  be
p e n e t r a n t  f o r  f r a g i l e  s i t e s  on d i f f e r e n t  chr o mo so me s .
1 0 )  An e x p l a n a t i o n  a s  t o  why f r a g i l e ( X )  i n d i v i d u a l s  
h a v e  a h i g h e r  r a t e  o f  chromosome f r a g i l i t y ,  t h a n  n o r ma l  
i nd i v i d u a l  s .
1 1 )  An e x p l a n a t i o n  a s  t o  why t h e  p r o p o r t i o n  o f
f r a g  i 1e ( X ) p e n e t r a n t  . c e l  1s v a r y  f r o m  o n e  a f f e e t e d  
i n d i v i d u a l  t o  a n o t h e r ,  y e t  r e m a i n s  c o n s t a n t  f o r  a ny  on e  
i nd i y  i d u a l .
1 2 )  An e x p l a n a t i o n  a s  t o  why c l o n e s  f r o m  f r a g i l e ( X )
p e n e t r a n t  c e l l s  do n o t  a l l  show t h e  f r a g i l e ( X ) s i t e .
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The q u e s t i o n s  in s e c t i o n  6 . 3 . 1  c a n  a l s o  be 
a n s w e r e d  as  f o l l o w s : -
1 )  The  f r a g i l e ( X )  s i t e  and t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  a r e  
b o t h  due  t o  a d e f e c t  in t h e  t h y m i d i n e  s y n t h e t a s e  
p a t h w a y .
2 )  The  f r a g i l e ( X )  s i t e  i s  an i n h e r i t e d  p o l y m o r p h i s m .  I t  
i s  p e n e t r a n t  due t o  t h e  a c t i o n  o f  a s i n g l e  g e n e .
3 )  The  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  i s  due  t o  t h e  i n d i r e c t  a c t i o n  
o f  a s i n g l e  g e ne  a f f e c t i n g  t h e  c o n s t i t u t i o n  o f  a l a r g e  
number  o f  o t h e r  g e n e s .
4 )  The  g e ne s  i n v o l v e d  in  t h e  f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e  a r e  
p r o b a b l y  on t h e  ' -X-chromosome.
5 )  The  g e ne s  a r e  u n l i k e l y  t o  b e  a t  t h e  f r a g i l e < X )  s i t e .
6 )  The  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  i s  n o t  i n f l u e n c e d  by  
p h y s i o l o g i c a l  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  s e x e s ,  b u t  
X - i n a c t i v a t i o n  may a f f e c t  t h e  e x p r e s s i o n  i n  f e m a l e s .
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6 . 1 2 . 1 . 1  X - j  nac  t i y a t j  gn_. s t y c N g s
I I ma do F a r  i a ( 1 9 6 9 )  d i s c o v e r e d  t h a t  the- 1 a t o  
r e p l i c a t i n g  X -chromosome is  f a c u l t a t i v e  h e t e r a c h r o m a  t i n 
duf • t  o p r o  t o  i ri a asoc: i a t  i ons arid n o t  du e  t o  any  base- 
c h a n g e s  in t h e  DNA. P r o t e i n s  b i n d  t o  t h e  chroma t  i n 
f  i b r e  o f  t h e  i n a c t i v e -  X - chr omosome t i g h t e r  and in
1a r g e r  n u m b e r s ,  t h a n  t h e y  do t o  t h e  a c t i v e  
X~chromosome*  T h i s  t i g h t e r  b i n d i n g  p r e v e n t s  t h e  RNA and  
DNA p o l y m e r a s e s  f r o m  g e t t i n g  a t  t h e  DNA c h a i n  b l o c k i n g  
t r a n s c r  i p t  i on and t r a n s l a t i o n .  T h i s  chromosome can  be  
i den t  i f  i ed by us i ng a r a d  i oac  t  i vs  thyrn i d i ne pu 1 ss  i n 
1 a t e  i n t e r - p h a s e .  The m a j o r i t y  o f  s t u d  i e s  u n d e r t a k e n  on 
f r a g i l e ( X )  c a r r i e r  f e m a l e s  h a v e  shown t h a t  t h e  
f i  a g i l e ( X )  s i t  e i s  most  o f t e n  s e e n  on t h e  e a r l y  
r e p l i c a t i n g  chromosome.  I f  t h e  f r a g i l e  s i t e  had any  
d i r e c t  g e n e t i c  e f f e c t  c a u s i n g  t h e  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  i t  
w<ul  d b e e x pec  t e  d t  h a t  m e n t a l  1 y r e t a r d e -  d f  o m a 1 o 
c a r r i e r s  w o u l d  show p e n e t r a n c e  f o r  t h e  f r a g i l e  s i t e  
p r i n c i p a l l y  on t h e  a c t i v e  X -c hr om o s o m e  and t h o s e  o f  
normal  I . Q. wo u l d  show p e n e t r a n c e  f o r  t h e  s i t e  
p r i n c i p a l l y  on t h e  i n a c t i v e  X - c h r o m o s o m e . I f  t h e
f r a g i l e  s i t e  d o e s  n o t  h a v e  any  g e n e t i c  e f f e c t  i t  wo u l d  
be e x p e c t e d  t o  o c c u r  on b o t h  chr omosomes  w i t h  e q u a l  
f  r  e qu e n c y  in a l  1 f  r a  g i 1e ( X ) i nd i v  i du a 1 s . No c o r r  e 1 a t  i on 
h a s  beer; n o t i c e d  b e t w e e n  wh i ch chromosome i s  a f f e c t e d  
and t h e  p a t i e n t s  m e n t a l  s t a t u s .  T h i s  i s  s u p p o r t i v e  o f  a 
h y p o t h e c  i s in w h i c h  t h e  f r a g i l e  s i t e  i s  n o t  d i r e c t l y
c a u s i n g t  h e rn e n t  a 1 r  e t  a r  d a t  i o n .
Pay*
*. uiiiij i nod I'i y j i u 11 i a =.• I a h.  s t !»u I  Liu.’
c 11 t.' 1 • ( ' ( '! i C iv i i ' t  i.1 !•!)*. i i ;» 1'•> tn b i n n i n g
11»i'j Ui ,’A c h a in .1 ;  a r c*su 1 I o f  b -  c- 
u* i i l i  in I h t -  c h a i n . ‘I h e t - 11 £. [ i r o i  t i r i E-- t 11 a t  
i i't.jc t  i vs  X ~chr ■ i r o i .  ogn i s-e d i f  f  s r o i  s I 
( Sp i €•■• 1 be -r y end I- !c>r t  i c a 1 Vi'*9 ; Ob 1 er 111< n-■ f  e t  
T! C‘ e x t r a  pr etc? i n s  in a y  a t  i 1 1 ha a b l e  to  
bine'  t-u t h e  c h r  own- on: eve-., i f  the- h i  r i d i n g  s i if--:, fo»- 
t l i a non~h i s t o n e  p r u t s  I ns si no 1 a v a  • X ' b l o ^  Tbo
e x t r a  p r o  t o  i n t  w i l l  fbt -n a n y  • f r a g i l e '  s i i f  w! i i c. 11
w o u l d  o t h e r w i s e  be  s o o n . T h i s  e x p l a i n s  why t h e  
f r a y  i 1 e ( X  ) s i t e -  a p p e a r s  t o  l i e -  p r  ep on cl e r  s n 1 1 y  on t h e
■ j r l y  re p  1 i ea  t  i ng X — c 11 r • o i n* j •- o me and i s  not- a t r u e
e s t i m a t e  o f  t h e  r e d a t i v e '  f r e q u e n t -y o f  the- f r a c i i l e ( X )
* t o  o n  t h e  .TiU t a n  i  X ai <d I ! ;a i .or v.a 1 X •i.hro iM oOi.i i t ' ie . i h  i 
e x p  i a i fib- how a rf iute\eci  ciene^ o a u s ! riy me-; . e a !
1 h  U
i r c-j ; 1 e s  > i - '  ■
P ; O I ; i i ; -_ O' I
s u ! i  in  t  i out., 
b i n d  t o  t h e  
b i n d i n g  s i t o . . 
a 1 . , 19 8 2 ) .
D i st i v  i on Page  PC) 3
6 . 1 2 . 1 . 2  Car r  i o r  ii-i i
11 r t ‘ l i a s  b o r n  one- r e c e n t  s t u d y 1 w i r 1s bc.it
o f  wh o iTi c»i 'Li or  r  i or •=• o f  t !. c- I r a g  i 1 e? { X ) s i  t o  (1 u c  Per  in.-n 
cl -  a 1 . , 1 V P h ) .  I r i  t ! i i s  c a o r  o n e  o f  t h e  t w i n s  w a r
ex-l i t  a 1 1 v  r e  t a r j  -JUlJU . She p o n e  L i a i "i •: o f o r
f  r an i 1 e C X ) s i t e  on  t i e r  a c t i v e  X*--c h r o m o s o m e .  m o r e  o f  t e r
i n t e l l i g e n c e  s h o w i n g  p e n e t r a t e  r  f o r -  t h e  f r a g  i 1 e (X ) e- i t e  
m oo t  o f t e n  on h e r - i n s e t  i v>i- X - o h r  o m o s o m e . Th i s  i s  t h e  
o n l y  r e p o r t e d  c a s e  o f  t w o  c a r r i e r  for : ;a 1 e s  w i t h i n  t h e  
same f a m i l y .  A n u m b e r  o f  p r o b l e m s  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  
d e m o n s t r a t i n g  t h e  f i - a y i l e ( X )  s i t e  i n  f e m a  1 e r  a nd  i t  may 
be  t h a t  t h i s  o n e  f a m i l y  p r o v i d e s .  a m o r e  a c c u r a l s
f i l l  l l  I r e  O f t i l t - P  t--| i i  I! r • ; ;. I : ! •: t' I t  f ; c-Q I It" c i f t  t h c ' T i  t h t
r e s t  o f  t h e  X~* i n a c t  i va  t  i on wor  k s o  f a r  u n d e r  t a  k e n  . I f  
t h i s  i s  so..  i t  w i l l  n o t  r u l e  o u t  t h e  h y p o t h e s i s  p u t  
f o r w a r d  i n  t h i s  p r o j e c t .  T h i s  e v i d e n c e  s u g g e s t s  t h a t
t h e  f r e y i l e ( X )  s i t e ,  o r  g e n e s  c l o s e  t o  i t ,  i s  d i r e c t l y
. a s s o c i a t e d  w i t h  m e n t a 1 r e t a r d a t i o n .  I n  t h e  h y p o t h e s i s
p r e s e n t e d .  ' h e r e  i t  h a s  a l r e a d y  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  
g e n s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e  i s  a t  a 
1 o i  us- c 1 o s e  t o  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e .  I f  t h i s  g e n e  was  
m a i n l y  on  t h e  i n a c t i v e  X - c h r o m o s o m e  t h e  i n d i v i d u a l
w o u 1 cl f  i a v  e n o r  me 1 I  . Q . .
P i s c u s e  i on
6 .  1 9 .  1.  3 On 1 y  o n e  Xychrpmosomi^_ i s  a j- f  s c  t o d
0 111 y  o r 10  X•-■ ch ro rnosdrn©•=> i n  a n y  f ©rnale* c e l l  i
o v e r  h p o n  s o o n  t o  bo  a f f e c t e d ,  t h e r e  m u s t  t h e r e f o r e  be  
a d i f  Per  o n c e  b e t w e e n  t h e  t w o  X - - c h r o m o s o m e s . 1 he'  
h y p o t h e c *  i s p u t  f o r w a r d  h e r e  i s  o f  a p o l y m o r p h i c :  r e g  i ori  
o f  t h e  DNA a t  t h e  X q 2 7 . 3  r e g i o n .  T h i s  r e g i o n  i s  r i c h  i n  
A- T b a s e  p a i r s  i n  f r a g i l e ( X )  c h r o m o s o m e s .  I t  i s  o n l y  
p e n e t r a n  t  u n d e r  c:er  t a  i n c u  1 t u r e  c a nd i t  i a 1 s w11©n *b a  
s u h s t  i t u t  i o n s  o c c u r  w i t h  i n i t .  I f  t h e  f r a g  i 1e ( X )
po  1 yen o r  ph i srn i s  r a r e  i n  t h e  p o p u l a t i o n ,  a s  shown  by  
S u t h e r l a n d  ( 1 9 8 5 ) ,  i t  w o u l d  n o t  b e  1 i k e l y  t h a t  many
f  o rn a 1 e s  w o u 1 d la a v  0  t  w o c o p i e s  o f  i t .
D :
6 . i c .  ? [" ! € •; I t  C'i
HI HI (..• I I
4.  i_  ; _  /  . . .  4.  _  n i  . /  ,• ...  _  c ~l . i i  k l I "*. 1. r—i i t « «... I
S O  TAG t  ! me. S
s.- i~" snqerr ier.  c-s- c>r
U .  I .r  G K c
k 4 s P i Qi i r  e 4 ) .  P. ach
4-------- 1 I . l~ . . . . .  . _  . . . . .  ._  _ .  . . .  . . .  _  1_. —  4 - t~  . . . . . .• wo i r\ , i i  DW c . cvt i_‘i icv l.*i u u i i i i  tiio y
e x p  iS  i n  i n cj w t_> r a t_ c
f- — -  -  • 1 ~ — : i—  TL. .. _. . .. ..i • o q -i I c  »  i v er: • i i 1 tv. tv i tv n w i u i i
~ r- i -  _  .1.. I.. _ i- .1.  V_ _  H K lA  I . . ----lil I t l  w y i d p i  l'S»' » l «i~M*4 III lO w vi i t  u n n  I Id d  o  C l I i c p  I I v. Cl *.* ‘
p i 0 0 0  0.0 - a sc.” c. on c! c. h r  am a t  i d ,  i n c  ] ug  i n y a t  t h e  f r a y  i 1 e
s i t e .  T h e  5 i t e  i s  n o t  a s t r e t c h  o f 1 u n r e p  1 i c e t e d  DNA s s
— ... ....... ... ... ... ..i : .... 4- e  ... i_. . ._. ... 4. t.. ...... : _. ... r- r.; i . . . . . . . . j 4 o'"' ■* \
p  I L..‘ p  HI z .! V. C.l I I I  l- I I CV I I y (.1 h i b i i uv a  i a  » • 1 L.I I v..1 v tv: i \  j. V i_' J. /  .
t_ i t e  or o n  fn i o r  o y r  a  p h i => c o n  F i r  rn t i n  a  t  th ie v  !_?!•■! A i 
3
. . . I _____   . — i - t _  _  4_ _  f . „  __ ; t  _  /  v  \  . . . I . . , .     . . .  _
cv i v i  i-vvi l  o  i i  \J \~ t  I i t :  \  / \  /  •_  I 11 t_ ‘ li l-_ i  w  i ..‘ itlivv ,
4.. I_. ... ... J. ..II.i»t i i i t l s  H i t .  —■ v ci I l\ , t s» Li it. e tn iic  i c i  iti t i  i a a  Vi i t  i I t.i i iiio i /•> •
e r  ©  p e r t  o f  t h e
* t .  t i i  i_ “ 111 l ..' vd  t . . ‘  111 t r  i
F j C\ c+-
E I e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o t w o ■- r a g i I e j x )  s i t e. s
D i r-•>' ii • v. i r.if i
— cr .... u  — -  r ..
y  vJ a i  i '// o  a  l  I iy i l a  \ X ) C ll!‘ GTuGSGmE
T» t  i i C! 1 i y I" 1 t  Hi j C i C.«» Cl. Cip tv. 3 T i Cl! a Pi E- 1 E C t  P Dr i I ’l l  i ci r  GE-Cl C>p E. « 1 fa
C 1 *HC>.... tl" CPI ift i Ci >..■ y I" a )._• i s  a e l ]  i !, j:- 3
V  „  . . .  L.. ... . . .  ....  ........
: ~ .............   t  j -  . -------------  . 1 i  i._ — x . u  _  x .  -  1 1 1 1  . -111 1 c_I c.x oc. >._jp CC « X v i i iq ) ’ w 1 1 U ti t i Ip  p a i l  1.. a I 1 a T ( >_i 111 a
r - . .  ... .. .  v "i . . .  f  \ f  \  n ,.. . . .  _  r -  r ■ —. r -  I -  r ... .<  i~. . . x .  x .  (.... .. .  x l  + .  i .  . . . .  . . . .  ... r ...1 1 c* y 1 1 c i a / I 11U I v 1 U u a -i 01 a  ci V J ere. t- fe: u t iu  t  t-1 i a i? p i t fcy Lcrn
..... X. _ *V . . _ . ,   I „ ... I... ... . . . . . . . . .  _J I . . I I. _ .. \ - _ -J _    *! „ . _ "1“ |... ________
1 1 t a 1 Pioy a u c  aid -.jci » ciu «-■ j  pi ic  111 pi iCJci a  triii)_i i Oy crrCJ ■ i i i£
fai > ’ p  Ci fa 1" 1 Er 1.1, i r, p i ” Er El-ClT 1 p cr Cll fa uET Er i _ ._ . . j. _. j.. : ----- x. l., .. x. : ..a 111 ci P a P 1 e.* 1 1 p 1 1 a p  i r:-
pi tptfi t  ! n cve 1 y cc 1 1 bi i  t  n e t  a 1 !*iay= rfiSPi i f c s
ei til- S er r V 3 fa 1 Er Pr 3 Ci i 1 Er z> i t c i
6 . 1 2 . 3  Gene  n a o n j n g  ( s e e  0 i a g r a m  / )
a ^  u  — ... r  .... r.i u . .... ... .... -.1 a. .... v  f-  r  '> /
r* 1 1 i l i  iuL ) ca u.« I y  cv« 1 cr I 1 ea v t ;  u j  t : :  fc. i  I IH o  p  }~‘ cv U t* i . . t A Lji,.., C; “
v  .... .i., r - -  /  c »/■% V-j w Vi' I ■ u/ 1 Lw lies v j : s „ .  j  1 .i____p 1 2 t o  1 t u  P t i CP r I a ‘j  1 i cc \ /•> /
• £$ 1 c p iihuws, nc-r rfiS 1 gciTiE-p i ci 5 c b s v i t y  i rj f r  sq i 1 e (X )
c e l  1 5 Filippi i J
i i” 3 Pi i 1 c ; X. ... .... ci n Pi Ci t fa E. 3 P I' tr. C p i Pi i X . I... . . .  V ' _ .  l_  , .  . . .  . .  . .  . . .  . . .a i_ j i er s >  I per l o i  i i c P i~‘ cv a i  c. i y  \ r i  i Ev A l i  i i  Cjui c.* h r  CiriiE..
_i ; _  j -i x   ; x. _  1 _ x- I — — T x. _ i _______ .. j  . j  _  f> . . . . . I . .  i_ ___ . : ..i ....  
U  I s O a  I P Cj 1 P a  1 Cx a  p 1 c_» i i • I p  a  i d  U  ‘_i => I u l  t i  i c i  a  v i U  c.r. 1 i a
X - c h r  DrfiOSorns 1 . Pr  ofaesA. t A. t f as  s a t e l l i t e  r e g i o n
- 1 1 OOfl \
Cl * • *  X  J J  m

i i  j .  crnr *>r cr r rr  i  tg*r.»csc»g
f r o *  tfc *  c n * r * c t # r i * t i e *  o f  x - I l n k a d  I n h a r l t a n c t  arw2 1 it a * * # r a l  l r . * t « n c a *  f r o *  t t u d i a *  o f  a o m a t lc  c * i i  h y b r id * ,  D i 3 Q " ^ ^  —
c v a r  H i  g a n a t i c  l o c i  h a v *  b * *p . * * s i g n * 4  t o  th #  X e r ro m o a o m * . t h e * *  i n l q n o d  by * o » * t i c  c a l l  9 # n * : i c s  i n c lu d a  * "  /  ^  ~~
t y r o t i M  ■ o i n o t r * n * f « r * * «  r a g u l a t o r  on  ( T A T r , 3 1 4 3 5 ) ,  a u i f a c a  a n t lg a n ,  x - U M a d  (S a x ,  3 1 3 4 5 1 . t # * p « t * t u r #  » # n * i t l v «  l [ * \  I s  < * U
e c r p ia m a n t  ( 3 1 3 4 5 ) ,  m e n o * * tn *  c r ld a a a  A ( 3 C 9 I 5 ) ,  «h  o c t ln  g a n #  ( 3 0 5 0 2 ) ,  a b * t a - e u t a t l l f t  garv* ( 3 0 1 1 5 ) ,  o u a b a in  V  ^
i * n * t t l » l t y  1 3 1 1 3 5 )  a n d  a p » # g d o o * n *  f o r  i t q 1M n o a u c c lo a t #  a y n th a c a a a  ( 3 C 2 I 1 ) .  IT h *  f i r s t  o f  th a s a  h a *  b a a  ft 
d i s p u t a d . )  Th# o t h a r *  v a r #  a * » iq n a d  by p a d iq r # #  p a t t a r e  ( i s  t h a  f i r s t  l e t t a n c a ,  a t  l # * * t ) »  c o n f i r n a t i o n  b y  o t f ta r  
n a th o d * ,  s u c h  a *  s tu d y  o f  e a l l  h y b r id s  a n d  o a p p in q  t o  th a  x  cfcrom oaom * i s  o t h a r  m am mal* ( O h r to 't  l a v ) ,  i *  a v a l l a h i *  f o r  
s o m .  In  y a t  o t h a r  lo s ta n c a a  (L a a c h -m y h a n  s y n d r o n a ,  t a s t i c u l a r  f a a l m t a t i o n ,  o c o l t h i n a  t r a n a c a tb a a r y la s a  d a f l c t a r . c y ,
V%T9 s y n t h a ta s a ,  a t e . )  c o n f l r m t i o n  v a s  p r o a ld a d  b y  d a n o n s t r s t lo o  o f  l y o n l x a t l o s  l a  c a l l  c u l t u r a a  o r  o t h a r  n a t a r i a l  
f c o s  h a t a r o i7 9 o t a s .  A c t l c  q a n a *  (3Q 0 C 2) h a v a  b a a s  i d a n t l f i a d  oa  b o th  t h *  X and tb a  T ( J . t .  R a n d a l,  S t r a s b u r ^ } .  Tha  
XH A5-2 o n c o ^ a n t ,  a p a a u d o q a n * , I s  o e  t b a  X ( I .  J .  O ' t r l a i  o t  a l . ,  k U t u r *  3 0 2 ; 1 3 9 ,  1 9 1 3 ) .
A . R a a lo n a l a s s lg rv n a n ts  o n  t h a  X c h ro m o to m *  bT s to d y  o f  e a l l  h y b r id s .
( f t r a c k a t  on l a f t  l n d l c a t a  t h a t  • • • i q m a a n t  i s  b y  n a tb o d  o t h a r  t h a n  c a l l  h y b r i d i s a t i o n :  l i n k a g e ,  i n  s i t u  h y b r i d i s a t i o n  
o r  o b s e r v a t io n  o f  X -2 1 n k + d  d l o o r d a r ,  a . 9 .  D u c fia n o a  ■ u s c u la r  d y s t r o p h y ,  i n  b a ts r o c y q o u a  f a o a la  v i t f a  b a la n c a d  l~ * u to * o m #  
t r s n s l o c a t l o s . )
[X p 22 .3 2  X p 2 2 •32
Xp 22 .3 2  
( L ) X p 22 
( L )X p 22  
( P ) X p 2 2 .3 2  
( D X p 2 1 - x p 2 2
(P )X p 2 2 3
Ip 2 1 -x p 2 2 3fxpJl 
n p i l
Xq b lo o d  9 r o u p  ( 3 1 4 7 0 )  P
S t a r o id  s u l f a t s s a  ( i c h t h y o s i s )  ( 3 0 1 1 0 )  P
C a l l  s u r f a c a  a n t lq a s  d e f in e d  b y  m o n o c lo n a l a n t ib o d y ,  R IC 2X  (3 1 3 4 7 )  
A l c a r d i  s y n d ro m *  (3C 4C 3 ) Ch { b a la n c e d  t r a n s l o c a t l o n )  
g y p o m a g n a s a a ila , x - l l n k a d  p r im a r y  (3 0 7 4 0 )  Ch ( T b a la n e a d  t r a n a l o c a t i o a )  
C h o n d r o d y s p la s ia  p u n c t a t a ,  X - l i n k a d  (3 0 2 9 5 )  Ch 
C o n a d a l d y s q a n a t ls ,  XT f r m a la  t y p a  (3 0 4 1 C )
( y d e f l c le n e y  o f  g o n a d - s p e c i f i c  l - T  r e c e p t o r )  I 
B -T  r e g u l a t o r  ( o t  r e p r . a s o r )  ( 3 0 1 7 7 )  ■ ' ' '»  *r i u y  b .  t h .  > i M  
I I "  X I , i  f o r  c o f . t o o c  t o  s t r u c t u r a l  l - T  lo c u s  o n  x p . )  
p o ly m o r p h ic  la m b d a  I C I  p r o b e  (0 X 1 7 )  a b o u t  10 c m  f r o .  MSS, 15cm  f r o .  B S , l i n k e d  t o
D ue be nn e  n m l u  d y s t r o p h y  ( 1 1 0 2 8 )  C h , f  
B e c t . r  W K t l t t  d y s t r o p h y  ( 1 1 0 1 8 )  P d , TCh ( 7 . 1 1 . 1 1 c  t e  DHD)
[  Xp21 ( p r o t .  t o  DKS) O r n i t h i n e  t n r > K t i U i ; I i H  ( 1 1 1 2 5 )  Ch
X p l l - X q l l  (X q2 5>
[ x p l l - x q l l  
( r i l t . t r  c t n t r n M r .
X p l lO - X p l l l  
' ( P ) x p l l - x q l l  
1 1 C  f r o .  D IS 7  
( L ) x q l l2 - X q 2 1 1  
( p ) x q l )
( L ) X q l l  
J t l x q l l
X q l l
» . . r  r e x
XqZ2
X q 2 2 -X q l(
X q 2 l-X q 2 7  
[ x q l l -
S T S , p r o . .  U n t o ,  
t o  H ea kea  s y n d r o m  
( b u s .  c e n e t .
A c t  I n  ( 1 0 0 0 2 )  X X . -  7 p M s 4 o q .n o  ( 5 : 5 1 ,  1 7 1 1 )
Henke. syndrom* (10740) rd. re, t (close to Tfm 4 Pgk-1 In mous*7~- »c h  fro. con. 
X lport-.ymiroM-llkt oophrltl. (10101) M
r o l y w j r p h l c  t u  p r o b e  U . Z B  (D X S 7 ) . b o u t  IS  CH f r o *  W C  ( p r o x i M l  t o  H . s k . . )  
T . s t l c s l i r  f n i . l k . t l o e  ( 1 1 1 7 8 )  •
S . t l n l t l .  p l f M . t O M ,  x - l l o k o d  ( 1 1 2 *0 1  7d  
X e b r o o o M * .  c o n t r o l l i n g  * l n . n  ( 1 1 4 ( 7 )
M r i k o q - S c o t t  k y n d r o M  ( 1 0 5 4 8 )  Ch f b t l s n c d  t r a n s l o c . t l o o )
X n h lO r o t lc  M t o O . r a e l  t f y . p l . e l .  ( 1 0 5 1 0 )  r 
S l d . r o b l s e t l c  u t s l .  ( 1 0 1 2 0 )  Ch 
P h o . p t i o q l y e . r . t .  k l n e M  (P C X ) ( 21180 7 \
B c i u u l n .  o x l t f . M  A (2 0 7 B S )  '
A l p b . - q . l . e t o . l t f s M  A ( r . b r y  t f l . o . e e )  (1 0 1 5 0 )
P b o e p h o r ib o . y lp 7 r o p h o . p b s t .  e y n t h e t . e .  (3 1 1 1 5 )
8 y p o x . E t h i . n e - q u . n lB .  p b o . p b o r l b o . y l t r . B e t . r t e e  ( ID B O O )* *  -  . b o u t  IS  CH f r o n  f j  
B u n t . r  e y n d r o M  ( H u c o p o l y s . c c h e r l t f o . l .  X I )  ( 1 0 7 7 0 )  Cb-X q 2  7
n . . r  BPXT( X q l l - x q 2 7 ) T . e p e r s t B r .  e e n . l t l r i t y ,  o o u e .  « a tf b u i t . t ,  c o B p l . o « n t i  IA 2 A  ( 1 1 1 ( 5 )
X q 2 7 ( t f l s t . l  t o  X TX T) l . B o p b l l l .  ■  ( f . c t o r  IX )  (1 0 (7 0 1  S t . ,  A ,  P , D -  p r o x lo . 1  b u t  v . r y  c I o m  PS
X q 2 7 .3  r c q l l .  e i t *  x q ! 7 . 1  ( e t  t n t . r f s c .  b e t v e e .  x q 2 T s n t f  X q 2 ( )  ( 1 C 7 5 5 ) •
Xq2S C l u c o . e - l - p h o e p h e t t  t f « h y d t o q . n . . . t  C ( P t  (3 0 5 7 0 )  S
[ x q l K t f i . t . l  t e  C IP C )  C o e . ln n e  T IC T  e y n d r o M  ( 1 1 4 3 0 )  Ch ( b . l . n c . 4  t r . n . l o c . t l o . )
•A  se co n tf x  c h r o a o s o o e  f t . q i l .  . i t .  1 .  l o c a t e  < t  x q l ( .
* * r r . r » .  EPP7 p . e u t f o q . n . .  l o c i t . 4  o n  c h r o o o s o M .  1 ,  5 ,  11 ( C . e k . y ,  1 7 1 4 ) .
A . t f i . t i o n - l n t f u c w j  ■ • q r . q . t i o n  ( C o . . - B . r r t . I  s u p p o r t ,  o r d e r :  P C X -C A lA -P K P S -B P P T -S A X -C (P b .
p .q  i  D r.. 1 e . p p ln c  b y  f k . i l Y  l l n i i t .  > tu  
! •  T h .  Xq c l u s t e r  ( l l n k . q . .  t o  xq  >
u l f . t . . .  t f . f l e l . n c y )  O C X IC ! -  I  
d i e . t . <  ( 1044C ) -  c » —1
____________r  ? . . . .  l o c u .
• • k o p . r .
f« rq - .» e r . .
X7 ( 3 1 4 7 0  ) * *
I c n t h y o . i .  I s t . r c i d  
C h r o n ic  q r a n u lo n . t o q
I t  1 ) 1 ( 1 5 )  -  « ---------
O c u l . r  . l t : n : . e ,  b e t t i . 8 h i p - r . i l .  ty p e  ( lC O J O , -  .  
l o c u l . r  .  I t  i n i s .  , f  c r . i u s - t t i k . e o r .  t y p e  (1 0 0 1 0 )  -  »
B e t i n c . C M . ) .  ( 3 1 2 7 0 )  -  1 ( . b o u t  l i e n  f r o e  x o )
I b e n t . l  r e t a t d . t  i o r . , 7 ty p e  ( 3 0 7 1 3 ! -  »
e l .  (B S b O  s u f p e . t e t f  o r d e r :  X? -  STS -  Xk -  « i .
th  ( B C n l)  s u g g e s te d  o r d e t  : STS -  l i e n  -  Xq -  7 2 c k  -  X ) -  OA.
The C (P r  c l u . t e r  ( l l n s . g e t  t o  C IPS  u r . l . x * e l . e  in d ie ed!
C iu c o s e - S - p h o .p U i. t  1 
p e u t . n  c o i o r b i i n d n :
d e h y d r o q e n .e e  (3C 57 C ) -  . b o u t  *cP  f r o .  r j  
• t  1 3 C 3 IC ; -  c ( o r d e r :  B P P T - d e u te p - C IP P - p r o te r - x q t e r
P u r r . l l c  . 1  « ! . ,  B u i .  C e n e t . * 5 : 2 7 5 - 2 7 7 ,  1 7 ( 4 )
P r o t . r .  c c l c r b i i n t f n e t .  (3 0 3 7 0  ) -  c  
B e o o p h l l l e  A ( 3 0 * 7 0 )  -  c  
A t f r . n c l e u k o t f y . t r o p n y  (2 0 0 1 0 )  -  .
( L l B lu e - K > n o c h r o n « t ie  e o l o r t l l n d n e . e  (3 C 2 7 0 )  -  e 
( L ) H . n l c - t f e p r * . . i * e  p s y c b o . l .  ( 2 0 7 2 0 )  -  c 
Xe (3 1 4 7 C )  -  >  ( l i m e d  t o  c o l o r b l i o d n e . s )
( P ) B u n t . r  s y n d r o o e  (3 0 7 7 0 1  -  ■  ( 7  l i n k e d  t o  X a )
X q 2 7 .3  H e r . t . l  r e t a r d * t l o r .  u l t h  l . r q e  t . * t e «  an d  f t . q i l .  » t t .  (3 0 7 5 5 1
( L in k a g e  t o  Giro o r  c o lo r b l in d n e s s  h a s  b e en  d e e e r . t r . t e i  1 l c  t u r n  l i n k e d  c l o e . l y  t o  IC K A  
b u t  BXP.B n o t  l l n k ^ f  t o  t h *  C IPC  c l u . t . r .  B e c o ^ i t n a t lo n  h o t s p o t  « t  P *  • u g g e . t . t f  b y  l e e k  
o f  l i n k a g e  o f  C 4P 0 t o  tC H B (P 7 ) o r  AT X T . )
*  S e t S e c t io n  3 ,  B f o r  d e f i n i t i o n s  o f  * ,  c ,  » ,  1 ,
(See . . . . . b l a g ,  o f  X - l i n k a q «  d a te  i n  B a d . s o d  S a n g e r ,  B lo o d  G ro u p . I n  H a n , ( t h  e d i t i o n ,  1 9 7 5 , )
C . i n  a d d i t i o n ,  77  a l n g l .  c o p y  s n o n y e o u .  DBA » e q » . n t .  o e . f u l  1 .  e a p p ln g  e n d  M a e  p o ly m o r p h ic  h » e .  
b e .n  a s s ig n e d  t o  t h .  X c h r o e o e o e e  a n d  m » n j . 1 1  b e e .  b e a r  H ap pe d t o  a  s p e c i f i c  r e g io n  o f  X (B C *  7 ,  l o »  
A n g e la s ,  1 7 1 3 : V i . a c k e r  . t  * 1 , . .  A s . J .  B u s .  G . n e t .  J*.- 2 * 5 - 2 7 1 ,  1 7 ( 4 i  D ra y n a  e t  . 1 . ,  PHAS ( 1 :  2 ( 2 8 ,  
1 7 * 4 )  f i g .  1 2 ) .  T h .  X a n d  1  e b ro H o e o H * *  . h e r .  11 s l i t g l .  c o p y  DBA p r o b e s ,  .1 1  l o c a t e d  o n  X q l2 - X q 2 2  
(BGH 7 ) .  By O ’ r . r r . n  2 -D  e l e c t r o p b o r . s U ,  7 f u n c t io n - u n k n o w n  p r o t . I n  s p o t ,  c o d e d  b y  t h .  X c h r o a o s o * .  
h a r t  b e .n  I d e n t i f i e d  (BGH 7 ) .  A ls o ,  t h e  g e n * ,  t o r  4 c e l l  a n t ig e n s  I d e n t i f i e d  b y  a o n o c lo n a l  a n t l b o d i . s
and 2 s u r fa c e  a n t ig e n s  < « . g . ,  3 1 3 4 5 )  h a s t  b e e n  m apped t o  t b s  X ch rom osom e (BGH 7 ) .  A t  l . a s t  2
X - c h r o e s s o s e - s p e c i f i c  r e p e t i t i v e  DBA* o f  un kno w n  f u n c t i o n  h a v e  b e an  fo u n d .
f i g .  1 5 . L in k a g e  s a p  o f  t h e  X chro m o som e u s in g  
B 7 LP * an d  s p e c i f i c  g e n *  p r o b e s ,  x te c o s h in a t io n  
f r a c t i o n s  g iv e n  w i t h  70% c o n f id e n c e  l i m i t s .  ( P r o s  
D ra y n a  e t  a l . ,  PWAS t l : 2 ( 3 1 ,  1 7 ( 4 . )  A lm o s t  1C DBA 
m a rk e rs  o n  th e  X w e re  a v a i l a b l e  by  m o v . 1 ,  1 9 (4  
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Only one skin sample was obtained from a
fragile(X) patient in this project. This culture was
successfully grown but was not shown to have the
fragile(X) site in any of the four culture methods. 
This reinforces the above argument that culture
conditions demonstrated to be effective for blood 
cultures are unsuccessful on cells from'other tissues.
6.12.5 Cu]_tures_conta]_n]_ng_BydR
The  a d d i t i o n  o f  BUdR t o  t h e  c u l t u r e  m e d i u m  w a s
c l a i m e d  t o  i n c r e a s e  f r a g i l e ( X )  e x p r e s s i o n  ( S c h e r s e
1 9 S 0 ) .  T h i s  f i n d i n g  h a s  n o t  been-, o b s e r v e d  b y  m o s t
• #
w o r k e r s  s i n c e ,  i n c l u d i n g  b y  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  h e r e .  
' H o w e v e r  J a c k y  a n d  D i ^ l  ( 1 9 8 0 )  . h a v e  r e c e n t l y  s h o w n  t h a t  
BUdR d o e s  i n c r e a s e  t h e  p e n e t r a n c e  o f  t h e  f r a g i l e  s i t e s ,  
p r o v i d e d  t h e r e  i s  p l e n t y  o f  t h y m i n e  a v a i l a b l e  i n  t h e  
c u l t u r e  m e d i u m .  When t h y m i n e  i s  p r e s e n t  t h e  e n z y m e  
t hy r n  i d i n e  k i n a s e  i s  a c  t  i v e 1y  s y n  t h e s i  s e d . I n  t h e
p r e s e n c e  o f  t h i s  e n z y m e  BUdR c a n  b e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  
t h e  DNA c h a i n ,  i n  p l a c e  o f  t h y m i n e .
T h i s .  f i n d i n g  s u p p o r t s  t h e  h y p o t h e s i s  p u t
f o r w a r d  t h a t  b a s e  s u b s t i t u t i o n s  a r e  i n c o r p o r a t e d  i n t o
t h e  DNA,  w h i c h  t h e  b i n d i n g  p r o t e i n s  c a n  n o t  r e c o g n i s e .
T h e  a d d i t i o n  o f  BUdR t o  t h e  c u l t u r e  m e d i u m  
w i l l  mak e  i t  m o r e  l i k e l y  t h a t  an  u n u s u a l  b a s e  r a t h e r  
t h a n  t hy r n  i n e  w i l l  b e  a d d e d ,  h e n c e  t h e  i n c r e a s e  i n
f r  ag  i 1e-\ X ) s i t e  e x p r e s s i o n .
6.12.6 lFemal_e_age jsf fee11
I t  h a s  a l r e a d y  b e e n  s h ow n  t h a t  s t u d i e s  *on
X-inactivation are in support of the hypothesis put
f o r w a r d .  C a t t a n a c h  e t  a l . ,  ( 1 9 6 9 )  h a v e  p u t  f o r w a r d  t h e
t h e o r y  t h a t  t h e  i n a c t i v e  X - c h r o r n os o r n e  c a n  b e  s w i t c h e d
i n  o l d e r  women,  i e .  t h e  i n a c t i v e  X c a n  b e c o m e  t h e
a c t i v e  X a n d  v i c e  v e r s a .  C a t t a n a c h  e t  a l  ( 1 9 6 9 )  f u r t h e r
s u g g e s t  t h a t  a b n o r m a l  X - c h r o r n o s o m e s  a r e  m o r e  l i k e l y  t o
b e  s w i t c h e d  f r o m  a c t i v e  t o  i n a c t i v e .  T h i s  w o u l d  mean
t h a t  a c t i v e  f r a g i l e ( X )  c h r o m o s o m e s  i n  t h e s e  women w o u l d
b e  s w i t c h e d  * o f f  i n  l a t e r  l i f e .  I t  h a s  a l r e a d y  b e e n
s u g g e s t e d  t h a t  t h e  r e a s o n  f o r  t h e  l o w e r  n u m be r  o f
f r a g i l e ( X )  s i t e s  s e e n  on  t h e  i n a c t i v e  X - c h r o r n o s o m e  i s
d u e  t o  p r o t e i n  a s s o c i a t i o n s  r a t h e r  t h a n  t o  the-  i n a c t i v e  
\
X“ C h r o m o s o m e  b e i n g  l e s s  f r e q u e n t l y  a f f e c t e d .  When a 
f r a g i l e ( X )  c h r o m o s o m e  i s  s w i t c h e d  o f f  t h e r e  i s  a g o o d  
c h a n c e  t h a t  t h e  f r a g i l e  s i t e  w i l l  b e c o m e  m a s k e d  h e n c e  
t h e  a p p a r e n t  d e c r e e s e  i n  f r a g i l e ( X )  s i t e s  s e e n  i n  o l d e r  
women .  A u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e s  h a v e  n o t  b e e n  r e p o r t e d  
t o  d e c r e a s e  i n  t h e  same  m a n n e r  i n  o l d e r  women a s  w o u l d  
b e  e x p e c t e d  f r o m  t h i s  h y p o t h e s i s .
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I t  h a s  b e e n  r e p e a t e d l y  n o t e d  t h a t  a l l  t h e  
a g e n t s  c a p a b l e  o f  i n d u c i n g  f r a g i l e  s i t e  e x p r e s s i o n  
i n t e r f e r e  w i t h  t h e  5 , 1 0  M e t y 1e n e t e t r a h y d r o f o l a t e -  
r e q u i r i n g  c o n v e r s i o n  o f  d e o x y u r i d y l a t e  (dUMP)  t o  
t hy r n  i d y l  a t e  (TMP ) ( S u t h e r l a n d  1 9 7 9 a ;  Tornrnerup e t  a l . ,  
1 9 3 1 ) .  I t  i s  p r o b a b l e  t h a t  t h e  f r - a g i l e ' ( X )  s y n d r o m e  i s  
d u e ,  i n  s o me  d e g r e e ,  t o  . d e m e t h y l  a t e d  b a s e s  i n  t h e  DNA 
c h a i n  a t  f r a g i l e  s i t e s .  T h y r n i n e  i s  s o m e t i m e s  r e p l a c e d  
i n  t h e  DNA c h a i n  b y  urac:  i-1 . T h i s  r e p a c e r n e n t  d o e s  n o t  
i n t e r f e r e  w i t h  t h e  b a s e  p a i r i n g  r e s t r i c t i o n s  . o f  DNA 
( T y e  e t  a l  . , 1 9 7 8 )  b u t  r e s u l t s  i n  t h e '  l o s s  o f  a m e t h y l
V?v
g r o u p  ( p o s i t i o n  5 o f  T )  w h i c h  n o r m a l l y  a p p e a r s  i n  an  
e x p o s e d  p p s  i t  i o n  w i t h i n  t h e  m a j o r  g r o o v e  o f  - t h e  DNA 
d o u b l e  h e !  i x  ( G o u l  i a n  e t  a l . ,  1 9 S Q ) .  T h e  m e t h y l  g r o u p
o f  5 m e t h y l c y t o s i n e  i s  a l s o  e x p o s e d  i n  t h e  m a j o r  
g r o o v e .  L o s s  o f  m e t h y l  g r o u p s  i n t e r f e r e s  w i t h  t h e  
b i n d i n g  o f  p r o t e i n s  t o  DNA ( R a z i n  a n d  R i g g s  1 9 8 0 ) .
K r u r n d i e c k  a n d  H o w a r d - P o s h  1 e s  ( 1 9 3 2 )  p o s t u l a t e d  
a h y p o t h e s i s  b a s e d  on  t h e  i n h e r i t e n c e  o f  a d e f e c t  i n  
DNA m e t h y l  a t  i o n  r e s u l t i n g  i n  a r e a s  o f  h y p o r n e t h y 1 a t e d  
DNA. T h e s e  a r e a s  w i l l  n o t  b e  a b l e  t o  i n t e r a c t  w i t h  
c h r o m o s o m e  1 p r o t e i n s  t h u s  p r o d u c i n g  f r a g i l e  s i t e s .  T h i s  
h y p o t h e s i s ,  h o w e v e r ,  c a n  n o t  e x p l a i n  w h y  t h e  i n c l u s i o n  
o f  5 A z a c y t i d i n e ,  an a g e n t  t h a t  p r e v e n t s  t h e  
m e t h y l  a t i o n  o f  c y t o s i n e  r e s i d u e s ,  d o e s  n o t  i n c r e a s e  
f r a g i l e ( X )  s i t e  e x p r e s s i o n  ( H e c h t  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .
A n o t h e r  h y p o t h e s i s  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h e  
f r a g i l e ( X )  s i t e  i n v o l v i n g  DNA r n e t h y l a t i o n  i s  t h a t  o f  
M i x o n  a n d  D e v  ( 1 9 8 3 ) . T h e i r  r e s u l t s  a r e  i n  d i r e c t  
c o n t r a d i c t i o n  t o  t h o s e  o f  K r u r n d i e c k  a n d  H o w a r d - P e e b l  e s  
s h o w i n g  t h a t  f r a g i l e ( X )  e x p r e s s i o n  i s  e n h a n c e d  b y  
m o l e c u l e s  t h a t  p a r t i c i p a t e  i n  t h e  r n e t h y l a t i o n  o f  DNA 
a n d  d e p r e s s e d  b y  t h o s e  t h a t  i n h i b i t  DNA r n e t h y l a t i o n .
. I t  h a s  b e e n  p o s t u l a t e d  b y  a number-  o f  w o r k e r s  
( K r u r n d i e c k  a n d  Howar d - ~Peeb  1 e s ;  M i x o n  a n d  D e v ;  A b r u z z o  
e t  a l . ,  1 9 8 5 )  t h a t  DNA d e j n e t h y  1 a t  i on  ( 5  m e t h y l  c y t o s  i -ne 
t o  c y t i d i n e  o r  t hy r n  i h e  t o  u r a c i l )  i s  i n v o l v e d  i n  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  f r a g i l e  s i t e s ,  h o w e v e r ,  t h e  r e s u l t s  o f  
G l o v e r  e t  a l . , ( 1 9 S 5 )  s u g g e s t  t h a t  " c h a n g e  i n  DNA 
r n e t h y l a t i o n  l e v e l s  a t  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  h a v e  l i t t l e ,  
o r  n o t h i n g ,  t o  d o  w i t h  t h e  c y t o g e n e t i c  e x p r e s s i o n  o f  
t h e  f r a g i l e  s i t e " .  T h e  h y p o t h e s i s  p r e s e n t e d  h e r e ,  o f  
r a n d o m  i n c o r p o r a t  i o n  o f  u r a c  i 1 i n t o  t h e  DNA i n  p l a c e  o f  
t hy r n  i n e ,  i s  s i m i l a r  t o  an  h y p o t h e s i s  o f  DNA 
d e m e t h y l  a t i o n . T h e  c o n c l u s i o n s  o f  G l o v e r  e t  a l .  a r e  
b a s e d  on  m e a s u r e m e n t s  o f  t h e  . a m o u n t  o f  i n d u c e d  
d e r n e t h y  1 a t  i on  o f  t h e  DNA b y  5 s z a c y t i d i n e ,  n o t  o f  t h e  
a m o u n t  o f  d e r n e t h y !  a t e d  b a s e s  p r e s e n t  i n  t h e  DNA. T h e y  
t h u s  e x c l u d e  a n y  h y p o t h e s i s  r e q u i r i n g  d e r n e t h y  1 a t  i on  o f  
t h e  DNA c h a i n ,  b u t  d o  n o t  d i s c o u n t  a h y p o t h e s i s  o f  
d e r n e t h y  1 a t e d  b a s e s  b e i n g  a d d e d  t o  t h e  DNA d u r i n g  
d i v i s i o n  a s  i n  t h e  h y p o t h e s i s  p r e s e n t e d  h e r e .  T h e  
h y p o t h e s i s  p r e s e n t e d  h e r e  i s .  t h u s  a m o r e  l i k e l y  
e x p l a n a t i o n  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e .
6 . 1 2 . 8  U r a c i l - D N A  q l y c o s y l a s e
U r a c i l - D N A  g l y c o s y l a s e  r e m o v e s  u r a c i l  f r o m
DNA. I n h i b i t i o n  o f  u r a c i 1-DNA g l y c o s y l a s e  b y  t h e
a d d i t i o n  o f  l a r g e  a m o u n t s  o f  u r a c i 1,  o r  by  a l t e r i n g  t h e
u r a c  i 1 : thyrn i n e  r a t i o ,  h a s  b e e n  shown t o  t r i p l e  t h e
rn i s i n c o r p o r a t  i on o f  dUMP i n t o  t h e  DNA o f  human l y m p h o i d
c e l  I s  e x p o s e d  t o  m e t h o t r e x a t e  ( G o u l j a n  e t  a l . , .  1 9 8 0 ) .
T h i s  a d d s  f u r t h e r  w e i g h t  t o  a h y p o t h e s i s  b a s e d  on t h e
r a n d o m  s u b s t i t u t i o n  o f  u r a c i 1 b a s e s  i n t o  t h e  DNA
b e c a u s e  an i n c r e a s e  i n  f r a g i l e ( X )  e x p r e s s i o n  i s  s e e n
t h e  l o n g e r :  c u l t u r e s  a r e  g r own  b e f o r e  h a r v e s t i n g .  The
l o n g e r  t h e  c u l t u r e  t h e  mo r e  c e l l u l a r  f o l a t e s  w i l l  b e
u s e d  up w h i c h  w i l l  a l t e r  t h e  . ut fac i 1 : thyrn i ne  r a t i o  o f
t h e  me d i u m r e s u l t i n g  in i n c r e a s e d  i n c o r p o r a t i o n  o f  
\
u r a c  i 1 and h e n c e  more  f r a g  i l e  s i  t e s .
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A d d e n d u m
A n u m b e r  o f  q u e s t i o n s  a r i s e  D u t  o f  t h e  r e s u l t s  
d c o n c l u s i o n s  d r a w n  f r o m  t h i s  p r o j e c t .  I t  m u s t  f i r s t  
a s k e d  ' d o e s  t h e  i n c r e a s e  i n  a u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e s ,
,£n l n  t h i s  p r o j e c t ,  o c c u r  i n  all fragile<x>
V e r y  1 i t t l e  w o r k  h a s  b e e n  u n d e r t a k e n  
a u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e s ,  p a r t i c u l a r l y  i n  r e l a t i o n  t o  
e f r a g i l e ( X ) .  T h e  o b v i o u s  r e s p o n s e  t o  t h i s  i s  t o  
d e r t a k e  f u r t h e r  s t u d i e s  on  t h i s  a s p e c t  o f  
t o g e n e t i c s .  S u c h  a s t u d y  c o u l d  f o l l o w  s i m i l a r  l i n e s  
t h e  p r o j e c t  u n d e r t a k e n  h e r e ,  i e ,  t h e  s a m p l i n g  o f
r g e  n u m b e r s  ‘ o f  n o n - s p e c i f i c  m e n t a l l y  r e t a r d e d
i d i v i d u a  I s ,  f r a g i l e ( X )  i n d i v i d u a l s  a n d  n o r m a l  
d i v i d u a l s ,  r e c o r d i n g  t h e  e x p r e s s i o n  o f  a l l  f r a g i l e  
t e s  a nd  t h e n  c o m p a r i n g  t h e  r a t e s  o v e r  a l l  t h r e e
• ou p s .
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I f  t h e  h i g h  r a t e  o f  a u t o s o m a l  f r a g i 1e s i t e s  i n  
r a g i l e ( X )  i n d i v i d u a l s  i s  c o n f i r m e d  t h e  n e x t  s t e p  w o u l d  
e t o  a n a l y s e  m e n t a l l y  r e t a r d e d  i n d i v i d u a l s  f o r  a h i g h  
a t e  o f  c h r o m o s o m e  f r a g i 1 i t y  r a t h e r  t h a n  s i m p l y  f o r  t h e  
r a g i l e ( X )  s i t e .  I f  h i g h  r a t e s  a r e  f o u n d ,  e v e n  w i t h  no  
r a g i l e ( X )  s i t e s  o b s e r v e d ,  t h e s e  i n d i v i d u a l s  s h o u l d  
h en  be  r e p o r t e d  i n  t h e  same m a n n e r  a s  f r a g  i l e ( X )  
o s i t i v e  c a s e s .  I f  s u c h  i n d i v i d u a l s  a r e  f o u n d ,  
a r t i c u l a r l y  w i t h i n  f r a g i l e ( X )  f a m i l i e s ,  t h e y  w i l l  a dd  
u r t h e r ' w e i g h t  t o  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  f r a g i l e ( X )  
y n d r o m e  i s  a c h r o m o s o m a l  f r a g i 1 i t y  s y n d r o m e  n o t  j u s t  
ne  a f f e c t i n g  t h e  X - c h r o r n os o r n e .  I f  a l o t  o f  i n d i v i d u a l s  
e r e  d i s c o v e r e d  t o  h a v e  a h i g h  r a t e  o f  c h r o m o s o m a l  
r a g i 1 i t y  w i t h o u t  ' t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  i t  w o u l d  s u g g e s t  
h a t  t h e  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  and  
e n t a l  r e t a r d a t i o n  i s  n o t  a s  c l o s e  a s  a t  p r e s e n t  
h o u g h t .
F u r t h e r  s t u d i e s ,  on t h e  l i n e s  o f  t h e  p i l o t  
- o j e c t — i e .  on  k nown  f r a g i l e ( X )  i n d i v i d u a l s  a n d  u s i n g  
a n y  d i f f e r e n t  c u l t u r e  t e c h n i q u e s ,  s h o u l d  a l s o  b e  
d e r t a k e n  t o  c o n f i r m  t h e  b e n e f i t s  o f  u s i n g  a n u m b e r  o f  
i f f e r e n t  c u l t u r e  m e t h o d s  a s  i n d i c a t e d  i n  t h i s  p r o j e c t ,  
t t e r  c o n t r o l s  a n d  r e p e a t  t e s t s  s h o u l d  a l s o  be 
n p l o y e d  f o r  g r e a t e r  a c c u r a c y .
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The  b e s t  m e t h o d  b y  w h i c h  t o  d e m o n s t r a t e  
- a g i l e  s i t e s ,  s how n  b y  t h i s  p r o j e c t ,  i s  s c a n n i n g  w i t h  
e l e c t r o n  m i c r o s c o p e .  T h i s  t e c h n i q u e  i s ,  h o w e v e r ,  
n p r a c t i c a l  f o r  a r o u t i n e  l a b o r a t o r y .  An e l e c t r o n  
i c r o s c o p e  c o u l d  b e  u s e d  a s  a b a c k  up f o r  t h o s e  s a m p l e s  
ien n o  c l e a r  f r a g i l e ( X )  s i t e s  a r e  o b s e r v e d  b u t  
d i c a t  i o n s  s u g g e s t  t h a t  t h e  s i t e  s h o u l d  b e  f o u n d ,  f o r  
s a m p l e  i n  o b l i g a t e  f e m a l e  c a r r i e r s .  F r om t h e  r e s u l t s  
• e s e n t e d  h e r e  i t  i s  n o t  r e a d i l y  e v i d e n t  t h a t  s p e c i a l  
1 t u r e  m e t h o d s  a r e  a l w a y s  r e q u i r e d  f o r  f ’r a g i l e ( X )
x p r e s s i o n ,  p a r t i c u l a r l y  f o r  f e m a l e  c a r r i e r s .
I t  w o u l d  b e '  i n t e r e s t i n g  t o  d o  f u r t h e r
p u l  a t  i o n  s t u d i e s  on i n d i v i d u a l s  who ' n a t u r a l l y '  h a v e
l o w  b l o o d  f o l a t e  l e v e l .  Suc h  i n d i v i d u a l s  c o u l d  b e  
r i c t  v e g e t a r i a n s  a n d  t h o s e  who h a v e  h ad  b a b i e s  w i t h  
i n a  b i f i d a  o r  o t h e r  n e u r a l  t u b e  d e f e c t s .
S t u d i e s  on  t h e  t h y m i n e  l e v e l s  o f  f r a g i l e ( X )
i d i v i d u a l s  w o u l d  b e  a w o r t h w h i l e  p r o j e c t  t o  t r y  a nd  
t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  h y p o t h e s i s  p u t  f o r w a r d  h e r e  i s  a 
i t a b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  f r a g i V e ( X )  s y n d r o m e .  T h e  
v e l s  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  be  much r e d u c e d  f r o m  
r-rnal .
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I n  c o n c l u s i o n  i t  m u s t  be  p o i n t e d  o u t  t h a t  
i e r e  i s  l i t t l e  b e n e f i t ,  a t  t h e  mo me n t ,  f o r  an 
d i v i d u a l  d i a g n o s e d  t o  h a v e  t h e  f r a g i l e ( X )  s y n d r o m e ,  
e r e  i s  a s  y e t  n o  e f f e c t i v e  c u r e  f o r -  t h e  m e n t a l  
t a r d a t i o n  a n d  t h e  p r e n a t a l  d i a g n o s i s  o f  t h e  s i t e  i s  
I s o  n o t  w i t h o u t  i t s  p r o b l e m s .  A u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e s  
•e r e a s o n a b l y  e a s y  t o  d e m o n s t r a t e  p r e n a t a l l y  a n d  t h u s  
f  i t  i s  s h ow n  t h a t  a u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e s  a r e  
c r e a s e d  i n  f r a g i l e ( X )  i n d i v i d u a l s  t h e s e  c o u l d  b e  u s e d  
=» an i n d i c a t i o n .  T h e  m a i n  p r o b l e m  w i t h  t h i s  w o u l d  b e  
d e t e r m i n e  a l e v e l  o f  a u t o s o m a l  f r a g i l i t y  a t  w h i c h  
n c e r n  w o u l d  b e  t a k e n  o v e r  t h e  m e n t a l  s t a t u s  o f  t h e  
e t u s .
I t  i s  p r o b a b l y  n o t  w o r t h  l o o k i n g  f o r  a n y  
i n k a g e  b e t w e e n  a n y  a u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e  a n d  a n y  
l i n i c a l  f e a t u r e s ,  h o w e v e r  i t  w o u l d  b e  u s e f u l  i f  i t  
u l d  b e  a s c e r t a i n e d  w h e t h e r  f r a g i l e  s i t e s  o c c u r  i n  
t e r o c h r o r n a t  i n o r  e u c h r o r n a t  i n .  I f  t h e y  o c c u r  i n  t h e  
r r n e r  t h e y  w o u l d  n o t  b e  e x p e c t e d  t o  h a v e  a n y  c l  i n i c a l  
f f e c t s ,  a t  l e a s t  n o t  d i r e c t l y ,  w h e r e a s  t h e y  w o u l d  i f  
e y  o c c u r  i n e u c h r o r n a t  i n .
P ag e  2 1 7
T h e  h y p o t h e s i s  p u t  f o r w a r d  i n  t h i s  t h e s i s  i s  
h a t  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  i s  c a u s e d  b y  a d e f e c t i v e  
h y m i d i n e  s y n t h e t a s e  g e n e  a t  a s i t e  c l o s e l y  l i n k e d  t o  
h e  f r a g i l e  s i t e .  T h i s  d e f e c t  a l s o  c a u s e s  t h e  a u t o s o m a l  
r a g  i 1e s i  t e s . * C r o s s - o v e r s  s h o u 1d o c c a  fs  i o n a 11y  o c c u r  
e t w e e n  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  a nd  t h e  t h y m i d i n e  
y n t h e t a s e  g e n e .  H o w e v e r  f a m i l i e s  i n  w h i c h  t h i s  h a s  
a p p e n e d  h a v e  n o t  b e e n  r e p o r t e d .  I t  w o u l d  b e  b e n e f i c i a l  
o  u n d e r t a k e  f u r t h e r  f r a g i l e ( X )  f a m i l y  s t u d i e s  t o  l o o k  
o r  s u c h  f a m i l i e s ,  t h e y  w i l l  i n c l u d e  i n d i v i d u a l s  w i t h  
h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  a n d  a l s o  i n d i v i d u a l s  w i t h  o n l y  a 
i g h  p e r c e n t a g e  o f  a u t o s o m a l  f r a g i 1e s i t e s .
■I 'I it! i r« : .c : | .
1 0 . 0  C u J t  y r  e rn e t  h o d s ... u s e d
10.  1 'p l ! " i t d  b l .opd.  . .cyl  t u r e  t e c h n  i 9y t?5. .10.  t  t h e
S., kb , . T h a m e s  R . H ... A ...
B 1 o o d t; -3 k sn  f r o m  3 p a t i o  n t  w a s  p 1 a c sci i n
l i t h i u m  h e p a r  i n ' t u b e s  t o  p r e v e n t  c l o t t i n g .  T h e  h e p a r  i n
u s e d  i i j-is i n t  r a v e n o u s  h e p a r  i n ( hml  a m p o u l e s  boO
un i t s / r n l  ) w i t h  o n e  d r o p  ( 0 . 1  m l )  b e i n g  s u f  f  i c i o u t  f  p i • up
t o  1 0 m i s  o f  b l o o d .  The  a m o u n t  o f  b l o o d  r e q u i r e d  i s  n o t
c r i t i c a l ,  0 . 5m 1 s  o f  b l o o d  was  t a k e n  f o r  e a c h  c u T t u r e
/
s e t  u p .  N o r m a l l y  t w o  t u b e s  w e r e  s e t  up  f r o m  e a c h  b l o o d  
a nd  some b l o o d  was k e p t  i n  r e s e r v e  i n  c a s e  o f  f a  i 1u r e  
f o r  o n e  r e a s o n  o r  a n o t h e r .  5 m1s  o f  b l o o d  w e r e  r e q u e s t e d  
f r o m  eat. h p a t i e n t , .  The  b l o o d  was  c u l t u r e d  f r e s h , '  o l d  
b l o o d  d o e s  n o t  g r o w  a s  w e l 1 p a r t  i c u l a r  i y  i f  s t o r e d  a t  
r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  a n y  l e n g t h  o f  t i m e .  T h e r e  i s  a 1 s o  
e v i d e n c e  t h a t  t h e  n u m be r  o f  f r a g i l e  s i t e s  may d e c r e a s e
i n  s t o r e d  b l o o d .  I f  t h e  b l o o d  c o u l d  n o t  b e  s e t  up
O
i m m e d i a t e l y  i t  was  s t o r e d  a t  4 C.  T o o  l o w  a t e m p e r a t u r e  
a l 1ows  i c e  c r y s t a l s  t o  f o r m  i n  t h e  c e l l s  c a u s i n g
r u p t u r e ,  t o o  h i g h  a t e m p e r a t u r e  a l s o  c a u s e s  d e a t h .
10.  2 So l _u t i ons_ . _ r egu  )_r e d  f o r  b I p o d  _l e u c o c y t e  ,.c u i t  u r e s
A )  M e d i u m  199  ( G i b c o ~ B i o c u 1 t ) w i t h  H a n k ' s  s a l t s ,  25mM
H o p e s  b u f  f e r  a n d  L „ G1u t am i n e .
The  m e d i a  was  k e p t  a t  4 °C  u n t i l  r e q u i r e d .
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-  ■ [ r f  •C ''-'A.I F" § f .. -t !■•- L *■ b . ^ 11 ^ H i..J G d n..... O w .. A v-1.': LJ. in
The f o e  f a  1 ija 1 f  serum and t h e  human AB s e r um wor e  • t 
f r  e v e n  u n t i l  r r n u  i r e b .
!-" •' A !•:>t .i !:• j  11 j  f t  s b f L  ? t r e g  t o m y c  i n
O
A n t i b i o t i c s  m e re  k e p t  a t  4 C u n t  i 1 r e q u i r e d .
D ) Phy  t cTj .ac:nay1u t  i n i n  CPHA ) (G i b c o -  E u r o p e  )
S u p p l i e d  d r y  i n  10r.i l  v  i a l  s  : d i l u t e d  >- w i t h  3 Oml s t e r i l e
d i s t i l l e d  w a t e r ,  s t o r e d  a t  4 °C . V
E ) C o l c h i c i n e
Made up i n t o  10ml  a l i q u o t s  o f  t w o  d i l u t i o n s : -  
S o 1u t  i o n  A : 1 mg/ m 1 .
Gol  u t  i on B:  1 rn 1 o f  s t o c  k s o l  u t  i on  A d i 1 u t e d  w i t h  5m 1 s
s t o r  i 1 e d i t  i 1 1 od wa t e r - .
C o l c h i c i n e  was  s t o r e d  a t  '4W C i n  t h e  d a r k ,  i t  i s  .1 i g h t
s e n s i t i v e .  Ifc was u s e d '  a t  a f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f
2 . b u g / m l .
F > Q y p o t o r p [ g _ s c » l u  t  . i o n  • ( M a c a r t y s  L t d )
iOml  a m p o u l e s  o f  20% w / v  p o t a s s i u m  c h l o r i d e .  U s e d  a t
0 . 5 % d i l u t e d  w i t h  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r .
F i x a t i v e
3 : 1 ,  m e t h a n o l : g a j a c i a  1 a c e t i c  a c i d .  B o t h  w e r e  A n a l a r .  
F i x a t i v e  was  made up i m m e d i a t e l y  p r  i o r  t o  u s e ,  i t  i s
CD
b e s t  when c h i l l e d  f o r  a b o u t  t w e n t y  m i n u t e s  a t  - 2 0  C. A t  
o
- 2 0  C t h e  c e l l s  c a n  b e  s t a r e d  m o r e  o r  1 e s s
i n d e f i n i t e 1y ,
/;p j 1 i • i u i
1 0 . 3  P r e n a r a  1; j pn_ . f o r  b 1 cod u 1 to;  e. t  p c h m  guys
T i te r  e a r e  t i r o  s t a n d a r d  w a y s  o f  c u l t u r i n g  b l o o d  
1 c u c c i i  y  t e  r ■, rn a r  r  o c u 1 t  u r  e s an ci rr s i c: r o c: u 1 t u r e c ,
1 0 . 3 . 1  Macrg_ t u c h n j j u g
L. i t t l  e: pi r e p  as a t  i on w as  r e q u  i r e d  f o r  t h  i s  
fc-oehn i q u e .  The  19? m ed ium  was s u p p l  i ed  a l r e a d y  
c. o n t  a i n i n g s  o d i u rn h I c a r  b o n a t  e a n d H e p e s  b u £ f  e r . 
A n t  S b i o t  i c s  w e r e  a d d e d  a s  fed  1 owe-s ~
S t r e p t o m y c i n  - B u p p l  i ed i n  s o l i d  f o r m ,  a s  s t r e p  to rn y c  i n 
so!  p h a t e ,  in v  i a 1 s e q u i v a l e n t  t o  1 g o f  s t r e p t o r n y r  i n .  
T h i s  was r e c o n s t i t u t e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  5m1 s t e r i l e  
d i s t i l l e d  w a t e r . I  i  war, t i ion a dd ed  t o  t h e  199  me et i urn t o  
g i v e  a f i n a l  c o n c e n t r a t  i on o f  0 . 05% ( 0 . 3rn 1 s / 1 , OOOrn 1 } »
f t 'db lb . i  111.Q ■•ouppd i ed i n  s o l  ic:i f o r m  i n  v i a l s  o f  5 0 0 mg a s  
amp; i c:: i 1 1 i n sod i urn. Th i s  was  r e c o n s t  i t u t e d  b y  5rn 1 s  
s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r  and  a d d e d  t o  t h e  199  m ed ium  t o  
g i v e  a f i n a l  c o n c e n t r a t  i on o f  0 . 0 5 % .
1 0 . 4 . 2  M f c r t e c h n j  q uo
Mi c r o  c u l t u r e  mod i a r e q u i r e s  t h e  add  i t  i on  • o f  
s e r u m  a nd  a n t i b i o t i c s .  Serurn was  u s e d  a t  a f i n a l  
c o n c e n t r a t  i o n s  o f  25% (25% PCS or- 20% PCS a nd  5% hum an 
AGS ) .
' . ’I eno i 4A
1 0 . 3 . ' j  jj i 1. t r a  t  j  oil _uf> tlx^ mod ! 3
Or i c: e t h e  mod i a had been  made up i t  was  
f  i 1 t e r e d  . Tl ie f  i 1 t r a  t  i on was p e r  f o r me d  i n a 1 arn i n a r  
f  1 ow bc■ j ic i i , t h e  media  was p a s s e d  t  h r o u g h  t wo f  i 1 t e r  s . 
A l l  p a r t s  o f  t h e  f i l t e r  e q u i p m e n t  w e r e  an t o e  l a v e d  
b e f o r e  u s e .  Once f  i 1 t e r e d  t h e  med i a was k e p t
O
r e f r i g e r a t e d  a t  4u and n o t  k e p t . f o r  more t h a n  a mont h .  
Once a b o t t l e  was o p e n e d  a n y  m e d i a  r e m a i n i n g  a f t e r  u s e  
was d i s c a r d e d .
1 0 . 4  Be t t j mQ.  tL&™^y.ltu re ....tubes 
1 0 . 4 .  1. rl j_ c r  o _ c u 1_t y r • e s
The  s k i n  was c 1e an a d  b e f o r e  a s a m p l e  o f  b l o o d  
was t a k e n .  S a m p l e s  wer e  o b t a i n e d  t by  v e n e p u n c t u n s . 
Need 1e s , s y r i n g e s  and p i p e t t e s  w e r e  h e p a r a n  i sed b e f o r e  
u s e .  The  b l o o d  was p l a c e d  in s t e r i l e  h e p a r a n i s e d  
u n i v e r s a l  b o t t l e s .  Lip t o  lOrnls o f  b l o o d  w e r e  t a k e n .  Th e  
n e e d l e  was r emoved  f rom t h e  s y r i n g e  b e f o r e  e x p e l  1 ing  
t h e  b l o o d  t o  1ess e n  t h e  c h a n c e  o f  d a m a g i n g  t h e  c e l l s .  
The u n i v e r s a l  b o t t l e  was g e n t l y  s h a k e n  t o  mi x  t h e  b l o o d  
w i t h  t h e  h e p a r i n .
C u l t u r e s  w e r e  s e t  up in  g l a s s  u n i v e r s a l  t u b e s .  
5rnls o f  t h e  p r e p a r e d  media  was a dd ed  a l o n g  w i t h  0 . 1  ml 
r e c o n s t  i t u t e d  PHA arid 0 . 5 m l  b l o o d .  The  c u l t u r e s  w e r e  
i n c u b a t e d  a t  3 7 f o r  4S,  73  o r  9 6  h o u r s .
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‘I h e  c i j  1 t  u r e s  e ye i  11 1 y  s h a k e n  o c c - j s  i ■ ..ma 1 I y
t o  p r e v e n t  the-  c e l  1 s a d h e r i n g  t o  t h e  s i d e s  e f  t h e  
f l a s k .  T he  b l o o d  a l s o  r e q u  i r o d  s h a k i n g  b e f o r e  a d d i t i o n  
t !' i f • c. i * 1 t u n e  b e c a u s e  i t  s e p a r a t e s  c«u t  on  s t a n d  i ng  f o r  
e v e n  s b o r t  p o r i  o d s «
3 0 , 4 . ?  M sib.Lt.?.....t l l t ;.UT £=:
B l o o d  o a s  o b t a i n e d  o s  a b o v e .  T he  b l o o ^  was  
c e n t r i f u y e d  a t  l o o  s p e e d  <16 8 g ) f o r  e i g h t  m i n u t e s
d u r i n g  wh i c h  t i m e  t h e  r e d  c e l l s  p r e c i p i t s t e d  o u t .  T h e
/
p l a s m a ,  now l y i n g  a t  t h e  t o p  o f  t h e  t u b e ,  a l o n g  w i t h  
t h e  ' h u f f y '  l a y e r  o f  w h i t e  c e l l s  a n d  some o f  t h e  r e d  
c e l l s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  a s t e r i l e  u n i v e r s a l  b o t t l e  
c o n t a i n i n g  5 ml c u l t u r e -  m e d i a .  0 . 1 m l  PH A was. a d d e d  t o  
t h e  c u l t u r e  wh i c h  was  i n c u b a t e d  a s  above . ,
1 0 . 4 . 3  C u l t u r e l e n g t h
0
T he  c u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7  C f o r  7 2  o r
96  h o u r s .
Appel i(| j
1 0 . 5  IJ a j- • y  g g t  j. n g _ c y J I; u r  e s
1 0 . 5 . 1  Cr;.U;;h i r m e
T h r e e  h o u r s  p r ' i o r  t o  t h e  e n d  o f  t h e  c u l t u r e
0 . 1ml  c o l c h i c i n e  was  a d d e d  t o  e a c h  t u b e  w h i c h  was  t h e n
p r
r e  i n c . u b a t e d  a t  3 7  Ch T he  1 o n g e r  t h e  c e l l s  wer e e x p o s e r !
t o  c o l c h i c i n e  t h e  g r e a t e r  t h e  p o t e n t  i a 1• n u m b e r  o f
a r r e s t e d  m e t a p h a s e s .  T h i s  a d v a n t a g e  w a s ,  howCgver ,
o f f s e t  b y  t h e  r i s k  o f  m a r k e d  c h r o m o s o m e  c o n d e n s a t i o n
a n d  c o n t r a c t  i o n ,  r e s u l  t  i ng  i n poor -  d e f  i n i t  i on o f  t h e
f  i x  e d c  h r  o rn o s  o rn e s .
1 0 . 5 . 2  H y p o t o n i c
A t  t h e  e nd  o f  t h e  c u l t u r e  t i m e  t h e  c u l t u r e s  
w e r e  rn i x e d  a nd  t r a n s f e r r e d  t o  c e n t r i f u g e  t u b e s .  1 h o y
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s u p e r n a t a n t  was  r e m o v e d  a n d  t h e  c e l  1 p e l  l e t  r e s u s p e n d e d  
i n  t h e  r e m a i n i n g  f l u i d .  5rnl  o f  h y p o t o n i c  s o l u t i o n  wa s  
a d d e d  a n d  t h e  c e l  I s  l e f t  i n  t h i s  • s o l u t  i o n  f o r  10 
m i n u t e s  b e f o r e  t h e y  w e r e  r e c e n t r  i f u g e d  a s  a b o v e .  T h e  
h y p o t o n i c  was  p r e w a r m e d  t o  37 C a nd  t h e  t u b e s  i n c u b a t e d  
a t  t h  i s  t e m p e r a t u r e  when i n  t h e  h y p o t o n  i c . I f  t h e  c e l l s  
w e r e  l e f t  t o o  l o n g  i n  h y p o t o n i c  t h e y  r u p t u r e d  l o s i n g  
c h r o m o s o m e s .  T h e  h y p o t o n  i c s o l u t i o n  s w e l l s  t h e  c e l  1 s  
a nd  p r o m o t e s  d i s p e r s i o n  o f  t h e  m e t a p h a s e  c h r o m o s o m e s . 
I t  a l s o  p r e s e r v e s  t h e  f i n e  m o r p h o l o g y  o f  t h e
c h r  o  iit o s o m e s .
10.5.3 Qxatj„\
T he  c e l l  p e l  1 e t  was  r e s u s p e n d e d , b e f o r e
3 d d e d d r  i p w i s  e , t h e  t u b w s r s  rn i
t h r o u g h o u t  t h  j s  o p e r  a t  i o n  t o  e n s u r e  p r o p e r  f i x a t i  on
The  f  i r s t  f  i x a t  i v e  add  i t  i on r e s u 1 t e d  i n h a e m o l y e  i o f
a d a r  k b r  o w n a c i d  h a e rn a t  i n . T h e c e l  1 s  uj e  r  e l e f t  i n t 1 j e
f i x  was  r e p l a c e d  a t  l e a s t  t w i c e  t o  wa s h  o u t  a l l  d e b r i s .
s t a i n i n g  i s  i n f l u e n c e d  b y  t h e  f i x a t i o n .  T h e  l e s s  w a t e r  
p r e s e n t  a t  t h e  f i n a l  f i x i n g  t h e  b e t t e r  t h e  f i x i n g  w i l l  
b e .  F i x  was  a l w a y s  u s e d  f r e s h l y  made up  b e c a u s e  i t  
a b s o r b s  m o i s t u r e  on e x p o s u r e  t o  t h e  a i r .  M u l t i p l e  
f  i xa  t  i on  was  r e q u i r e d  t o  c l e a r  t h e  c h r o m o s o m e s  o f  
c o a t i n g  s u b s t a n c e s  t h a t  i n t e r f e r e  w i t h  t h e i r  f l a t t e n i n g  
on t h e  s l i d e s  a n d  t h e i r  a f f i n i t y  f o r  s t a i n s .
1 0 . 6  C l e a n g n g _  s i y d e s
T h e  s i  i d e s  had. t o '  b e  g r e a s e  f r e e  a n d  c l e a n  o r  
t h e  c e l l  s u s p e n s i o n  w o u l d  n o t  - s p r e a d  o v e r  t h e  s l i d e  
s u r f a c e .  T h e  s l i d e s  w e r e  c l e a n e d  b y  s o a k i n g  t h e m  
o v e r n i g h t  i n  m e t h a n o l  c o n t a i n i n g  a f e w  d r o p s  o f  
h y d r o c h l o r i c  a c i d .  T h e y  w e r e  w i p e d  d r y  w i t h  a f i b r e  
f r e e , c 1e a n  c 1o t h .
f I r s t  f i x  f o r  a t  l e a s t  h a l f  an  h o u r c.
o v e r n i  g h t T h e  c e l l s  w e r e  t h e n  c e n t r i f u g e d
T f  t e q u a 1 i t  y  o f  c  i t r  o i n o s  a rn e m o r  p h o 1 o g y
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10,  7,  1 M a k i n g  r i i i ' s p r e a d s
T h e  e e l  1 e i c r p  r  e s u s p e r i d e d  i n  f i x a t i v e  
r e m a i n i n g  i n  t h e  c e n t r  i f u g e  t u b e s .  A 1 i 1 1 1 e e x t r a  f i x  
was  a d d e d  t o  f x  uc i uce  a ' m i l k y '  E u s p e n e  i o n . Us i n y  a 
p a s t e u r  p f p e t t e .  a c o u p  1 e o f  d r o p s  o f  t h  i s  ' rn i 1 k y /  
s o o p e n s  i on  w e r e  p l a c e d  on t h e  s l i d e s .  S p r e a d  i ng  wa s  
i i n p r o v o d  b y  u s  n i g  c o l d  s i  i d e a ,  o b t a i n e d  b y  p l a c i n g  t he m 
i n a f r e e z e r  f o r  h a l f  an h o u r ,  a n d  b r e a t h i n g  on t h e m  
g e n t l y  J u s t  p r i o r  t o  u s e .  I f  t h e  s u s p e n s i  on  s t i l t  d i d  
n o t  s p r e a d  v e r y  w e l l  a f e w  d r o p s  o f  a c e t i c  a c i d  w e r e  
p l a c e d  o v e r  t h e  d r o p .  The  e x t e n t  o f  t h e  s p r e a d i n g  wa s  
c h e c k e d  b y  u s i n g  a p h a s e  c o n t r a s t  m i c r o s c o p e .  A s p r e a d  
w i t h  c e l l s  s e p a r a t e  f r o m  o n e  a n o t h e r  was  r e q u i r e d ,  b u t  
n c: 11 t  o o w i d e s  p r  e a d a s t  c  rn a k e s  c: a n n i n g t ime :  c o n  sum i n g .
! he  s  u s  p e i "i s  i o  n was  d i l u t e d  f u r t h e r  a s  , n e c e s s a r y .  
SI  i d e s  w e r e  l e f t  t o  a i r  d r y  o n c e  s p r e a d  i ng  ha!4, b e e n  
o b t a i  n e d .
1 0 . 7  S t a i n i n g
w e r e  d r y .  107. G i ernsa s o l u t i o n  was  u s e d  t o  s t a i n  human 
chromosomes: . .  G i ernsa was d i l u t e d  i n  p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 
6 . 8 .  D i l u t e d  s t a i n  q u i c k l y  p r e c i p i t a t e s  o u t  s o  f r e s h  
s t a i n  wa s  made u p ' f o r  e a c h  s i  i d e  f o r  t h e  b e s t  r e s u l t s .  
T h r e e  m i n u t e s  was  n o r m a l l y  s u f f i c i e n t  t o  s t a i n  human 
c h r o m o s o m e s .  T h e  s t a i n  was  w a s h e d  o f f  b y  u s i n g  t a p  
w a t e r  a n d  t h e  s i i d e  b l o t t e d  d r y  b e t w e e n  p i e c e s  o f  
f  i 1 t e r  p a p e r .  G i ernsa i s '  a DNA s p e c  i f  i c s t a  i n wh i c h  
s t a i n s  t h e  w h o l e  c h r o m o s o m e  i n c l u d i n g  t h e  s a t e l l i t e s .
nope: ;o :
1 n
T h e  B i a n d a r  d h a n d i n g  u s e d  f o r  human
c h r o m o s o m e s  i s  G - b a n d  i ng  b y  t r y p s  i n s o l u t i o n .  T h e
i r y p s  I n wee E'.unpl d r !  i n  s o l  i d  f o r m  ( G i h e o )  i n  ? 5o  v i a l  s
< 1 ; 8 5 0  ) /i... n o r m a  1 sa  1 i ne» T t  was  r p i r ' i i - s t r :  ! w i t h  8 0m l
s ' et • ; 1 e d i s t i l l  ed w a t e r  t o  g i v e  a 8 .  5 7  s o l  u \  i o r i .
T r  y p s  i n was  a l w a y s  s t o r e d  a t  4 C b e f o r e  u s e  e v e n  a f t e r  
c
r e h y d r a t  i o n . T r y p s i n  i s  an e n z y m e  a nd  b e c o m e s  a c t i v e
when e x p o s e d  t o  h e a t .  F r e s h  t r y p s i n  was  r e q u i r e d  e a c h
d a y ,  t h e  t r y p s i n  was  a c t i v e  o n l y  f o r  a s h o r t  t i m e .
SI  i d a s  w e r e  b a n d e d  b y  i rnrners i ng . t h e m  i n  t h e  
• y p s i  n s o l n  t  i on  - I he  t  i me r e q u  i r e d  d e p e n d e d  on a 
n u m b e r  o f  c o n d  i t i o n s ,  s u c h  a s  t h e  a g e  o f  t h e  s i  i d: ' 
t h e  t e m p e r a t u r e ?  o f  the? t r y p s i n ,  t h e  a g e  o f  t h e  t r y p s i n  
ar id t h e  e x  t e n  t  o f  c o n t r a c t i o n  o f  t h e  c h r  o m o s o m e s . The 
l e n g t h  o f  t i m e  r e q u i r e d  a l s o  v a r  i ed  f r o m  p a t i e n t  t o  
p a t i e n t  a n d  o f t e n  b e t w e e n  c u l t u r e s .  G e n e r a l l y  t w e n t y  
s e c o n d s  was  su  f  f  i c i en  t ' f o r  a s i  i d e  a week  o l d  i n  f r e s h  
t r y p s i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  B a n d e d  s l i d e s  w e r e  s t a i n e d  
a s  f o r  u n h a n d e d  s l i d e s  a b o v e .  T h e y  c o u l d  be  d e s t a i n e d  
b y  i rnrners i on  i n  f  i x ,  wh i oh a 1 s o  r e m o v e s  a n y  i miners  i on 
o i l ,  a nd  t h e n  t h e y  c o u l d  b e  f u r t h e r -  b a n d e d  i f  r e q u i r e d .
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Si  i d e s  l e x : ,  t h a n  a we e k  o l d  d i d  n o t  hr . : id v e r y  
w e l l ,  h o w e v e r  t h e y  c o u l d  b e  a r t i f i c i a l l y  n u r d  b y  
p i l a r  i n g  t hen !  i n h y d r o g e n  p e r o x i d e  s o l u t i o n  f o r  a b o u t  
f i v e  m i n u t e s .  The  h y d r o g e n  p e r o x i d e  was  u s e d  a s  a 807. 
s . o l u t  i o n  i n  d i s t i l l e d  w a t e r .  T h i s  a g i n g  p r o c e s s  i s  n o t  
u n d e r s t o o d  b u t  i s  p r e s u m a b l y  d u e  t o  i t s  o x i d i s i n g
p r o p e r t i e s  a f f e c t  i ng t h e  m a n y h y d r o g e n  b o n d s  i n  t h e
c h r o m o s o m e  make u p .  A g e i n g  b y  t h i s  m e t h o d  was  n o t  a s
g o o d  a s  t r u e  a g e i n g  b u t  d o e s  a l l o w  b a n d  i rig a l m o s t  
i m m e d i a t e l y  a s i  i de  was made .  I t  d i d  c a u s e  s i  i g l i t
b l o a t i n g  o f  t h e  c h r o m o s o m e s  i n  s ome  c a s e s .
/
1 0 . 9  M o u n t  j . n g _ s l  j d e s
F i x a t i o n  and  s t a i n i n g  o f  t h e  c h r o m o s o m e s  
g r a d u a l l y  d e t e r i o r a t s s  a n d  t h u s  ' p e r m a n e n t '  m o u n t i n g s  
were? r e q u i r e d .  Th i s  was  d o n e  b y  r e m o v i n g  a n y  i m m e r s i o n  
o i l  f r o m  t h e  s i  i d e  i n  x y l e n e  f o r  t e n  m i n u t e s .  The
s i  i d e s  w e r e  t h e n  l e f t  t o  d r y .  T h r e e  o r  f o u r  d r o p s  o f  a
m o u n t i n g  s o l u t i o n  s u c h  a s  D . P . X .  o r  E u k i t t  w e r e  t h e n
p l a c e d  on  t h e  s l i d e  f o l l o w e d  b y  a c o v e r s i  i p  w h i c h  was  
a 11 owed  t o  s e t t l e  o n t o  t h e  s l i d e  s p r e a d i n g  o u t  t h e  
m o u n t  i ng  s o l u t i o n .  T h i s  was  a i d e d  b y  t h e  b l u n t  end  o f  a 
m o u n t i n g  n e e d l e .  The  m o u n t i n g  was  l e f t  f o r  a b o u t  84 
l i o u r s  t o  d r y .  M o u n t e d  s l i d e s  s t i l l  f a d e  s i  j g h t  1 y  b u t  
t h e  p r o c e s s  i s  much s l o w e d  a s  l o n g  a s  a l l  t h e  x y l e n e  
h a s  b e e n  r e m o v e d  b e f o r e  m o u n t i n g .  I m m e r s i n g  t h e  s l i d e s  
t o o  l o n g  i n  x y l e n e  a l s o  l e a d s  t o  f a d i n g ,  t h i s  was  
r ■ emed i ed b y  r e s t a  i n i ng b e f o r e  rnoun t  i ng  .
1 1 . 1  Sqpc.  im e n  .._pr e  p a r a t  j_on ....for- t h e  e 1 e c i  r  on  jn  pc r q s c o p c ?
B i o l o g i c a l  s p e c i m e n s ,  b e c a u s e  o f  t h e i r  n a t u r e ,  
w i l l  g r a d u a l l y  ' c h a r g e  u p '  i n  an  e l e c t r o n  rn i c  r o s e  o p s .  
Tl i  i s  i s  clue t o  t h e  b o m b a r d m e n t  o f  e l e c t r o n s  w h o s e  
n e g a t i v e  c h a r g e  w i l l  n o t  b e  a b l e  t o  e s c a p e  f r o m  t h e  
s p e c i m e n .  One: e t h e  s p e c i m e n  i s  ' c h a r g e d  u p '  t h e  i mage
4.
w i l l  d e t e r  i o r a t e ,  b e c a u s e  f  u r  t h e r  i ncorn i ng  e l  ec  r o n s  
w i l l  b e  r e p u l s e d  p r o d u c  i ng a v e r y  b r i g h t  a r e a  on  t h e  
s c r e e n .  T h e  c h a r g e  w i l l  g r a d u a l l y  d i s s i p a t e  o n c e  t h e  
e l e c t r o n  beam i s  s w i t c h e d  o f f .
B i o l o g  i c a 1 s p e c  i mens h a v e  t o  b e  f  i x e d  a nd  
d e h y d r a t e d  b e c a u s e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e s  w o r k  i n  a 
v a c u u m .  T h e y  a l s o  h a v e  t o  b e  c o a t e d  t o  p r e v e n t  t h e m  
' c h a r g i n g  u p '  i f  l o n g  t e r m  v i e w i n g  o f  t h e  s p e c i m e n  i s  
r e q u i r e d .  T h e  c o a t i n g  m u s t  b e  o f  a c o n d u c t o r  m a t e r i a l  
t o  a l l o w  t h e  n e g a t i v e  c h a r g e  t o  b e  a b l e  t o  d i s s i p a t e  
t h e  c h a r g e ,  o s m i u m  o r  o t h e r  m e t a l s  a r e  g e n e r a l l y  u s e d .
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1 1 . ? .  1. P r e p a r i n g  c c v e g s l i p s
C o v e r -  s i  i p  p r o p a r a t i o n s  w e r e  made i n  t h e  sam e 
m a n n e r  i n  w h i c h  s i  i d s  p r e p a r a t i o n s  w e r e  made f o r  t h e  
1 i g h t  m i c r o s c o p e  (sec- a p p e n d i x  s e c t i o n  1 0 ) .  The  m i t o t i c
s p r e a d s  w e r e  t r y p s i n  b a n d e d ,  a s  f o r  t h e  1 i g l t
.1
m i c r o s e  o p e , b u t  c a r e  was  t a k e r ;  n o t  t o  o v e r h a n d  th e m . 
S p r e a d s  t h a t  a r e  s i  i g h t l y  u n d e r h a n d e d  w e r e  r e q u i r e d  f o r  
t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e .  B a n d i n g  b y  t h e  t r y p s i n  m e t h o d  
■ o f  S e a b r  i gh  t  ( 1 9 7 1 )  i s a p a r  t  i a 1 d i g a s t i  on  o f  t h e  
c h y• o inosorne . D v r ? r h a n d e d  ch ir• ornosornes c o l  l a p s e  i n u .'a rd s  a n d  
a l l  t h a t  i s  v i s i b l e  i n  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  i s  a 
p i l e  o f  ' r u b b l e ' .
S p r e a d s  c o u l d  b e  1 c r e a t e d ,  a n a l y s e d ,  
p h o t o g r a p h e d  a n d  r e c o r d e d  u n d e r  t h e  l i g h t  rn i e r a s e  o p s  
b e f o r e  t h e y  w e r e  p l a c e d  i n  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e ,
1 1 . 3 , 2  J r g a  t y n g _  t h e _ c o y e r p s l  _[ps_ f  o r _ the__e 1 e c  t r g n
m y c r o s e o p e
C o v e r - s i  i p-.v w o r e  p l a c e d  i n  37  g 1 u t e r a  1 d e h y d e  
i n S o r e n s e n  ' s  b u f  f  e r  f  o r  a t  1 e a s t  t h  i r  t y  rn i n u t e s , 
p r e f e r a b  1 y  o v e r n  i g h t . The  g l u t e r a  1 d e h y d e  re rn o v o d  a n y  
s t a i n  a n d  o i l .  Once  r e m o v e d  f r o m  t h e  g 1u t e r a 1d e h y d e  t h e  
c o v e r - - s i  i p s  w e r e  w a s h ed  i n  S o r e n s e n ' s  b u f f e r .
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Ox in i i j rn was u- -cd t o  c:oa t t h e  s p e c i m e n .  I t  w^s
added  ax  a 17 s o l u t i o n  in S o r e n s e n  '  s b u f f e r  f o r  1 0 - 1 5  
m i n u t e s .  A f t e r  t h e  add i t i on o f  t r i e  os rn nun c a r e f u 1 
wash i ng i n b u f  fer-; ‘was  r e q u  i r e d  o r  a b 1 a t  k  pr-ec i p i t a t e  
o f  osfii i urn t e t r o x i d e  f o r me d  over- t h e  c o v e r —s!  ip .
Tr ie s p e c i m e n  was f i x e d  i n  a Evol u t ion  o f  
t h  i o -c a r b o -h y d r -u x  i de  ( I CH ) f o r  1 0 —15 m i n u t e s .  The i Lb! 
I s a s a t u r a t e d  s o l u t  i on in d i s t  i 1 1 ed w a t e r .  T he  e x a c t
t i m e  in  TCH i s  c r i t i c a l  t o  o b t a i n  g o o d  i mages in t h e
e l e c t r o n  m i c r o s c o p e .  I t  d e p e n d s  on  t h e  t e m p e r a t u r e  and  
t h e  s a t u r a t i o n  o f  t h e  TCH s o l u t i o n ,  A f r e s h  s o l u t i o n  
was a l w a y s  u s e d  f o r  t h e  b e s t  r e s u l t s .
The  c o v e r  s i  i p s  w e r e  w a s h e d  a g a i n  i n  b u f f e r -
b e f o r e  a s e c o n d  o sm i um t r e a t m e n t ,  t h e  o s m i u m  was  
d i s s o l v e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  t h i s  t i m e ,  f o r  1 0 - 1 5
m i n u t e s .  T h e y  w e r e  w a s h e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  b e f o r e  a 
s e c o n d  TCH t r e a t m e n t  a s  a b o v e .  R e - w a s h e d  i n  o s m i u m ,  i n  
d i s t i l l e d  w a t e r ,  b e f o r e  d e h y d r a t i o n  i n  a c e t o n e .  T h e  
d e h y d r a t i o n  was  p e r f o r m e d  b y  p a s s i n g  t h e  c o v e r —s i  i p s  
t h r o u g h  t h e  f o l l o w i n g  s e r  i e s  o f  d i l u t i o n s  o f  a c e t o n e s  -• 
2 0 7 ,  4 0 7 ,  6 0 7 ,  8 0 7 ,  1 0 0 7 ,  1 0 0 7 .  The  c o v e r - s l i p s  w e r e
l e f t  f o r  t w o  m i n u t e s  i n  e a c h .  T h e  c o v e r ~ s l i p s  w e r e  t h e n  
p l a c e d  i n  a d r y —c l e a n i n g  f l u i d ,  s u c h  a s  a r c  l o n e ,  t o  
c h e c k  t h a t  a l l  t h e  w a t e r  h a d  b e e n  r e m o v e d .  F i n a l l y  t h e  
s p e c  i men was  c r i  t  i c a 11y  p o i n  t  d r  i e d .
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1 2 . 1  i i g s y n  t h e s l  s _  o f  _ g y r im id  i n  e _ M b  on  u c ^ e o  t j_ d e §
i  D i  a g ra m iB T  r
•' ;•/ * • .
T h e '  p y r i m i d i n e  r i n g  i s  fo r m e d  b*y t h e  
c o n d e n s a t i o n  o f  a s p a r t i c  a c i d ,  p r o v i d i n g  t h r e e  c a r b o n  
a t o m s  a n d  a n i t r o g e n  a t o m ,  a n d  c a rb o rn y l p h o s p h a t e r w h i c h  
p r o v i d e s  t h e  r e m a i n i n g  c a r b o n  a n d  n i t r o g e n  a t o m s .  
C a rb o rn y l p h o s p h a t e  i s  m ade f r o m  ATP,  C 0 X , w a t e r  a nd  
g l u t a m i n e .  :
T h e  r i n g  i s  c l o s e d  b y  t h e  r e m o v a l  o f  w a t e r .  
The  r i n g  f o r m e d  i s  o x i d i s e d  b y  o r a t e  r e d u c t a s e  t o  y i e l d  
o r o t i c  a c i d ,  NAD i s  t h e  e l e c t r o n  a c c e p t o r .  T h e .
D - r i b o s e  5 - p h o s p h a t e  s i d e  c h a i n ,  p r o v i d e d  b y
i
5 - p h o s p h o r i b o s e  1 - p y r o p h o s p h a t e  ( P R P P ) ,  i s  a t t a c h e d  t o  
o r o t i c  a c i d  t o  p r o d u c e  o r o t i d y l i c  a c i d .  T h i s  i s  th e n  
d e c a r b o x y l  a t e d  t o  y i e l d  u r i d y l  i c  a c i d .  T h i s  
r i b o n u c 1 e a t i d e  i s  r e d u c e d  t o  a d e o x y r i f a o n u c 1e o t i d e  b y  a 
c o m p l i c a t e d  r e d u c t i o n  p r o c e s s  a t  t h e  2 "  c a r b o n  a t o m .
DNA c o n t a i n s  t h y m i n e  ( 5 - m e t h y l  u r a c i l )  i n s t e a d  
o f  t h e  u r a c i l  i n  RNA.  D e o x y t h y m  i.d y l ic  a c i d  ( dTMP)  i s  
f o r m e d  f r o m  d e o x y u r  id y  1 i c a c i d  CdUMP ) b y  th y rn  i d y l  a t e  
s y n t h e t a s e  w h i c h  c a t a l y s e s  t h e '  r n e t h y l a t i o n  o f  t h e  
u r a c i l  m o i e t i e s  i n  a r e a c t i o n  r e q u i r i n g  t h e  
p a r  t  i c i p a t  i o n  o f  a f o l i c  a c i d  c o - e n  z y  me , N 5 , N 10-  
m e t h y 1e n e - t e t r a h y d r o f o l a t e  a s  t h e  m e t h y l  d o n o r .  T h i s  i s  
p h o s p h o r y 1 a t e d  t o  d e o x y - t h i m i d i n e - t r i - p h o s p h a t e  ( d T T P ) .  
T h i s  c a n  u n d e r g o  ami  n a t i o n ,  b y  g l u t a m i n e ,  a t  t h e  4 
p o s i t i o n  t o  y i e l d  dCTP ( d e o x y - c y t i d i n e  5 - t r i ­
p h o s p h a t e ) .
2  A T P +  G lu ta m in e  +  C O g +  HgO 
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1 2 . a  I n h i b i t o r s _ a f _ D N A _ s y n t h e s i s
**' y , - *
T h e  . f o r m a t i o n  o f  t h y r n i d y l a t e  i s  r e t a r d e d  b y
t h e  d r u g s  a m i n o p t e r i n  a n d  arnethop t e r  i n ( a n t i - f o l a t e
d r u g s ) .  T h e y  a r e  s t r u c t u r a l 1y  s i m i l a r  t o  d i h y d r o f o l a t e
( s e e .  d i a g r a m  9 )  and i n h i b i t  t h e  c o n v e r s i o n  o f
d i h y d r o f o l a t e  i n t o  t e t r a h y d r o f o l a t e .  DNA s y n t h e s i s  i s
i n h i b i t e d  b y  a n t  i ' - f  o l a t e  d r u g s  b e c a u s e  t h y r n i d y l a t e
f o r m a t i o n  i s  p a r t i c u l a r l y  s e n s i t i v e  t o  d e p r e s s e d  l e v e l s
o f  t e t r a h y d r o f o l a t e .
\
laaram showing similarities between anti-folate drugs Diagram 9
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1 2 . 3  S § l y a g e _ p a t h w a y s _ o f _ D N A _ b a s e s
1
B a s e s  r e q u i r e d r f o r  DNA s y n t h e s i s  do n o t  a l w a y s  
n e ed  t o  be  b u i l t  frorn t h e i r  c o m p o n e n t  p a r t s ,  t h e y  c an
a l s o  be  o b t a i n e d  t h r o u g h  t h e  s a l v a g e  p a t h w a y s .  T h e r e  
a r e  a num ber  o f  p a t h w a y s  b y  w h i c h  f r e e  DNA b a s e s  c an  be  
s a l v a g e d  f o r  r e u s e  a s  n u c l e o t i d e s  and n u c l e i c  a c i d s .  
T h e s e  e n z y m e s  c o n v e r t  t h e  f r e e  b a s e s  i n t o  t h e
c o r r e s p o n d  i ng nuc 1 e o t  i de  5 - r n o n o p h o s p h a t e .
a )  The  m a j o r  m e c h a n is m  i s  by  t h e  a c t i o n  o f
p h o s p h o r i b o s y l  t r a n s f e r a s e s : ~
B a s e  N + PRPP rNl^P + PP i
b )  A no th er -  p a t h w a y  Ks p r o m o t e d  b y
t h e  s e q u e n t i a l  a c t i o n  o f  b a s e
. n u c l e o t i d e  p h o s p h o r y l  a s e s .
B a s e  N + r i b o s e  1 -P  ~  ^ .
n u c l e o s i d e  N + P i
c )  A t h i r d  m e c h a n is m  i s  p r o m o t e d  b y  
n u c l e o t i d e  k i n a s e s
N u c l e o s i d e :  N +• ATP --------->  NMP + ADR
( s e e  d i a g r a m i o  o f  f u l l  s a l v a g e  c y c l e  and e n z y m e s
i n v o l v e d . )
-Salvage pathways d fn u c le o t id e  synthesis
5
For numbered reactions see separate sheet
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POiSTSCRiPT
T h e  h y p o t h e s  i s  p l i  t  f  o r • warcl  i n t h  i s  t h e s  i s  
c o n c l u d e d  b y  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e r e  p r o b a b l y  e x i s t  a f e w
f  am i 1 i e s  i n c o r p o r  a t  i ng  i nd  i v  i d u e  1 s w i t h  b o t h  a h i gh
c
r a t e  o f  a u t o s o m a l  f r a g i 1 i t y  a n d  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  a n d  
a 1 s o  i nd  i v  i dua  I s ,  i n  t h o s e  sam e f  arn i 1 i e s ,  w i t h  J u s t  a 
h i g h  r a t e  o f  a u t o s o m a l  f r a g i l i t y .  S u ch  f a m i l i e s  h a ^ e ,  
h o w e v e r ,  n o t  b e e n  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d .
/
S i n c e  t h i s  p r o j e c t  was  c o m p l e t e d  I  h a v e  
c o n t i n u e d  t o  d o  som e f r a g i l e ( X )  s t u d i e s  a nd  h a v e  
r e c e n t l y  s t u d i e d  s e v e r a l  m em be rs  f r o m  t w o  f r a g i l e ( X )  
f a m i l i e s .  The  p r o b a n d  i n  e a q h  c a s e  was  a m e n t a l l y  
r e t a r d e d  m a l e ,  o n e  o f  whom h a d  l a r g e  t e s t e s .  E a c h  was  
f o u n d  t o  h a v e  t h e  ' f r a g i l e ( X  ) s i t e  ( w i t h ,  f r e q u e u e i e s  o f  
54/'. a n d  8 7 .) .  T h e s e  d i s c o v e r i e s  l e d  t o  f a m i l y  s t u d i e s  
b e i n g  u n d e r t a k e n .  F i v e  i n d i v i d u a l s  o f  o n e  f a m i l y  a nd  
s e v e n  o f  t h e  o t h e r  h a v e  b e e n  s t u d i e d  t o  d a t e .  E a c h  
m em ber was  s a m p l e d  b y  b l o o d  l e u c o c y t e  c u l t u r e s  g r o w n  i n  
s t a n d a r d  199 m e d i a ,  a l o w e r e d  s e r u m  c u l t u r e  ( 5 7.) a n d  a 
c u l t u r e  wi  t h  a d d e d  m e t h o t r e x a t e  a n d  FUdR. The  c u l t u r e s  
w e r e  a l 1 h a r v e s t e d  a f t e r  7 2  h o u r s  and  a n a l y s e d  f o r  a n y  
c h ro m o s o m a l a b n o r m a l  i t i e s  i n c l u d i n g  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  
a n d  a u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e s .  T h e  p e d i g r e e s  a r e  sh o w n  in  
D i a g ra rn  n .
i.grees of two f r a g i l e (xj f a m i I i e s
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P o s t s c r i p t  Page 2
F a m i l y  1 i s  s i m i l a r  t o  the? o t h e r  p e d i g r e e s  
p r e s e n t e d  i n  t h i s  t h e s i s .  T he  p r o b a n d  < 1 1 1 , 5 )  h a s  a 
h i g h  p e r c e n t a g e  o f  f r a g i l e ( X )  c e l l s  (5 4 7 .) and  a l s o  a 
h i g h  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  w i t h  an  a u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e  
( 2 0 7 . ) .  T h r e e  o t h e r  m em b e rs  o f  t h i s  f a m i l y  s h ow  t h e  
f r a g i l e ( X )  s i t e ,  a l l  f e m a l e .  T h e y  s h ow  a m uch l o w e r  
p e r c e n t a g e  o f  f r - a g i l e ( X )  c e l l s ,  b u t  a s  h a s  b e e n  
d i s c u s s e d  i n  t h i s  t h e s i s ,  t h i s  i s  n o t  an u n u s u a l  
f i n d i n g  i n  f e m a l e s ,  p a r t i c u l a r l y  i n  o l d e r  f e m a l e s  (3^,1 
was  6 0  y e a r s  o f  a g e ) .  A l t h o u g h  t h e  p e r c e n t a g e  o f
f r a g  i 1 e ( X ) c e l l s  i s  1o w e r  i n t h e s e  f e m a 1e s  t h e r e  i s
1
n o  s ig n /a ' cicLnt d i f  f e r e n c e  i n  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  
sh ow  i ng a u t o s o m a  1 f r a g  i 1e s i  t e s . T h e  o n 1y  i nd i v i  d u a l  
w i t h  a d i f f e r e n t  l e v e l  o f  a u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e s  i s
1 1 , 3  who i s  t h e  o n l y  m em ber s t u d i e d  n o t  t o  s h o w  t h e  
f r a g  i 1e ( X ) s i  t e .
I n  f a m i l y  2 on 1y  t  wo i n d i v i d u a l s  s t u d  i ed  
s h o w e d  t h e  f  r a g  i 1 e ( X ) s i t e ,  t h e  p r o b a n d  a nd  h i s  r n o tb e r  
( 1 , 1  ar id 1 1 , 3 ) .  B o t h  o f  t h e s e  i n d i v i d u a l s  a 1 s o  s h o w  a 
h i g h  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  w i t h  a u t o s o m a l  f r a g i 1e s i t e s .  
T h e p r  o b a n d s  e l  d e r  b r o t  h e r  uj a s  a p p a  r  e n 1 1 y  nor- rn a 1 . T h e 
o t h e r  f o u r  m em bers  o f  t h i s  f a m i l y  w e r e  s t u d i e d  f o r  t w o  
r e a s o n s .  F i r s t l y  b e c a u s e  t h e y  w e r e  r e l a t e d  t o  1 , 1  a nd
1 1 , 3  a n d  s e c o n d l y  b e c a u s e  i n d i v i d u a l  1 1 , 7  w a s  a l s o  
m e n t a l l y  r e t a r d e d  a n d  sh o w e d  s i m i l a r  f a c i a l  
d y s rn o rp h  i sm s t o  1 1 , 3 .  A l t h o u g h  1 1 , 7  d i d  n o t  s h o w  t h e
f r a g i - l e ( X )  s i t e  a h i gh  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  w e r e  f o u n d
/
w i t h  a u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e s .  H i s  m o th e r  ( 1 , 2 )  a l s o  h a d  
a h i g h  p e r c e n t a g e  o f  a u t o s o m a l  f r a g i l e  s i t e s  s i m i l a r  t o  
t h a t  o f  1 1 , 7 .  I t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  p r o v e  t h a t  
i nd  i v  i dua  I s  1 1 , 3  and  1 1 , 7  £}re b o t h  m e n t a l  1 y  r e t a r d e d  
d u e  t o  t h e  sam e c a u s e  b u t ,  d u e  t o  t h e i r  s i m i l a r  
a p pea  r  a n c e s  a n d b eh a v i o u r s ,  i t  i s  r - easpn  a b l e  t o  a s s u  me 
t h a t  t h e y  a r e .
• T h e s e  t w o  f a r n i l  i e s  a d d  f u r t h e r  w e i g h t  t o  t h e
h y p o t h e s i s  p r e s e n t e d  h e r e .  T h e  f i r s t  f a m i l y  s h o w s  a
s t r o n g  c o r r e l a t i o n '  b e t w e e n  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  a n d  a
h i g h  r a t e  o f  a u t o s o m a l  f r a g i l i t y . '  F a m i l y  2 a l s o  s h o w s
t h  i s c a r r e l t  i on i n i nd  i v  i d u a I s  1 , 1  and  1 1 , 3 .  I n
a d d i t i o n  f a m i l y  2  i s  t h e  t y p e  p r e d i c t e d  f r o m  t h e
h y p o t h e s i s  b u t  s o  f a r  u n r e p o r t e d .  I t  i n c l u d e s  a
/ f r a g i 1e ( X ) t y p e '  m e n t a l l y  r e t a r d e d  m a l e  w i t h  a h i g h
r a t e  o f  a u t o s o m a l  f r a g i l i t y  b u t  w i t h o u t  t h e  f r a g i l e ^ X )
s i t e .  T h e  c r o s s o v e r  b e t w e e n  t h e  f r a g i 1e ( X ) s i t e  a n d  t h e
d e f e c t i v e  t h y m i d i n e  s y n t h e t a s e  g e n e ,  s u g g e s t e d  i n  t h e
/
a d d e n d u m ,  m u s t  h a v e  o c c u r r e d  i n  o n e  o f  t h e  p a r e n t s  o f  
1 , 2  ( s e e  D i a g r a m  ).
A h i g h  r a t e  o f  a u t o s o m a l  f r a g i l i t y ,  r a t h e r  
t h a n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e ,  t h u s  a p p e a r s  
t o  b e  t h e  t r u e  m a r k e r  f o r  t h e  f r a g  i 1 e (X.) s y n d r o m e .  An 
i nd  i v  i d u a 1 s u c h  a s  1 1 , 7  m u s t  t h e r e f o r e  be  c 1 a s s  i f  i ed  a s  
h a v i n g  t h e  f r a g i 1e ( X  ) s y n d r o m e  i n  s p i t e  o f  t h e  f a c t  
t h a t  s u c h  a s i t e  wa s  n o t  o b s e r v e d  i n  1 00  c e l l s  
exam i n e d .
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11 s i  so  a p p e a r s ,  f r o m  t h e s e  f a m i l i e s ,  t h a t  a
h i g h p e r  c  e n t  a g e o f  a i. .11 o s  arna 1 f  r a g  i 1 i t y  i s  a b e t  t e  r
i nd  i c a  t  i on o f  a f e m a l e  b e i n g  a c a r r i e r  for -  t h e  s y n d r o m e
p a r  t  i c u  1 a r  1 y  i n o l  c l er  mo men . I nd  i v  i dua  I s  1 , 1 ,  1 1 , 2  a n d
1 1 , 4  i n  f a m i l y  1 a l l  shorn a l o w  p e r c e n t a g e  o f
f r a g i l e ( X )  c e l l s  b u t  t h e r e  i s  no  d e c r e a s e  i n  a u t o s o m a l
f r a g i l i t y .  I n  t h i s  t h e s i s  t h e  d e c r e a s e  i n  p e n e t r a n c e  o f
t h e  f r a g i l e ( X )  s i t e  i n  o l d e r  f e m a l e s  a n d 1f r a g i l e ( X )
c a r r i e r  f e m a l e s  was  e x p l a i n e d  a s  b e i n g  d u e  ^ t o
X - i  n a c t  i v a t  i on  mask i ng  t h e  f r a g  i 1e < X ) s  i be .  11 i s  t h u s
n o t  s u r p r i s i n g  t h a t  t h e r e  i s  n o  d e c r e a s e  s e e n  i n
/
a u t o s o m a l  f r a g i 1 i t y  i n  t h e s e  t w o  g r o u p s  b e c a u s e  n o  
o t h e r  c h r o m o s o m e  i s . i n a c t i v a t e d  i n  t h e  same m a n n e r  a s  
t h e  X - c h r o m o s a r n e .  •
) .
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Recent literature
There have been a number of papers written on 
the fragile(x) site since the bulk of this project was 
written. Of these the most important is that of Pembrey 
et al, (1984). This paper presents a new hypothesis as
to the mechanism behind the fragile(x) site. They 
suggest that 'there are four types of X-chromosome
involved, a normal X-chromoscme, a pre-mutated
fragi1e(x)—chromosome, a fully mutated fragile(x)—
chromosome and finally a 'mutating' X-chromosome which 
can cause a ppe-mutated fragile(x) chromosome to, alter 
into a fully mutated chromosome when both are present 
in a female heterozygote.
There have been a number of population studies, on
sub-normal populations; Primrose et al. (1986), Arinsmi
et al. (1986), Kahkonen et al. (1986) and Bundey et al.
(1985); . on autistic groups, Blornquist et al.
(1985); and on v n lected c i t y populations, Webb et al . 
(1986a) These papers confirm that the fragile(x) 
syndrome is a raj or cause of mental r etardat ion
throughout the world.
There have been sever*; papers on the clinical 
characteristics of fragile(x) individuals, eo ' cKudfcpf ' 
e t  a l  . <| «587h,  L o e sc f v  D - Z .  3nd ( l o i e m s M  e t
al. (1986) on the •dermatoglyphics and Tajara et. al.
(1985) on hydrocephaly and the fragile(x> syndrome.
A paper by . 0-b.er le . . . et' al. (1985) looks at
the recombination value between the fragile(x) site STJV 
and the factor IX clotting factor. Tuckerman et al,
(1986) looked at 13 female heterozygotes and found that 
there was very little correlation between the 
replication status of the fragile(x) chromosome and the 
intelligence of the patient. Webb et al. (1986b) found
a disturbed segregation ratio during transmission of 
the fragile (x) site from one generation to another. 
Veenema et al. (1987a and b) did not find such a
disturbance in a large fragile(x) family but both 
groups agreed that females with a high expression' of 
the fragile(x) site , have low I.Q. ,s and vice versa. 
Hecht et al. (1988) looked at the genetic control over
the fragile(x) chromosome.
There have been papers on the prenatal
diagnosis of the fragile(x) syndrome. The first is by
Sutherland et al. (1987) on thymidine induction, of the
fragile(x) site, from amniocentesis and chorion villus
biopsies. The second is by Webb at al. (1987) using
n  f. ^  -l -I ^ „  _• .L • r- -l , , - j t  -  , , 1  U , , ^  ^
In addition to individual papers on the 
fragile<x> syndrome there has been a special issue of 
the American journal of medical genetics; volume 23
number i/A 09S£), on
majority of th tea T O :  o
X-linked mental retardation. The 
is a review of the current
understanding of the fragile(x) syndrome. . There are 
papers covering the following aspects of the syndrome
m e  ax a s  p ec
lenotype
B Folic acid treatment
C Prenatal diagi
D Autism
II Cytogenetic aspect
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B Cytogenetics
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The fragile site on the long arm of the X chromo­
some was first described in 1969.' At the Paris 
chromosome conference in 19752 it was given the 
designation fra(x) (q2-8). In the following year 
Sutherland3 and a number of others described cul­
ture methods and culture media which would make 
the demonstration of. the site more reliable.4-11 In 
1975 Turner e ta /12 described the clinical picture of 
sex linked mental retardation and estimated the 
numbers concerned. The constant feature was the 
mental retardation, sometimes with other clinical 
abnormalities. The demonstration of the fragile site 
in the female carriers led to the discovery that some 
of them were also affected mentally. The early 
claims for a medium which would allow the chromo­
some abnormality to be demonstrated with regular­
ity entailed using various proprietary media, particu­
larly TC 199. Later methods stated that the pH of 
the medium was the important factor, the optimum 
being 7-6,5 which should be attained for the final 
hours of culture. Finally, the important factor was 
found to be folic acid. A low concentration of folic 
acid in the medium made the demonstration of the 
site in stained chromosomes more reliable. A special 
medium low in folic acid was produced and this was 
used in a complete medium which was low in serum, 
since serum also contains folic acid. The addition of 
folic acid antagonists such as methotrexate and 
5-fluorodeoxyuridine to the medium led to some 
inhibition of cell growth but greater reliability in the 
result. The method we adopted was a mixed method 
since different folic acid antagonists give different 
numbers of positive cells in the same patient with 
perhaps a reversed numerical effect in another 
patient. With this method we believe that false nega­
tive results are no longer a problem.
Material and methods
For each case 0-5 ml heparinised venous blood was 
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placed in each of four sterile universal bottles con­
taining 5 ml culture medium plus 0-1 ml 
phytohaemagglutinin. The medium in three of the 
bottles was Gibco 199 with hepes buffer sup­
plemented with 5% pooled human AB serum, 
100 jug/ml streptomycin, and 100 units/ml ampicil- 
lin. 5-fluorodeoxyuridine was added to one of the 
cultures (F96) to give a final concentration of 
0-6 ixg/ml. The medium in the fourth bottle was 
supplemented with 15% fetal calf serum as well as 
the human serum and antibiotics and this culture 
was treated as a normal blood culture in our 
laboratory. All cultures were incubated at 37°C. 
After 48 h, 5-fluorodeoxyuridine to give a final con­
centration of 0-6 Mg/ml and methotrexate to give a 
final concentration of 0-5 fxg/ml were added to the 
second culture (FM) of the first three cultures set up. 
After a further 21 h 0-1 ml of 0-01% colchicine sol­
ution was added to all cultures except F96 and 3 h 
later they were harvested. F96 was harvested in a 
similar manner but 24 h later than the other cul­
tures.
For harvesting, the cultures were centrifuged at 
100g for lOmin. The supernatant was discarded, 
and the cell pellet was then resuspended in 5 ml 
prewarmed 0-5% KC1 solution and incubated at 
37°C for 10 min. The tubes were recentrifuged at 
100 g for 10 min, the supernatant discarded, and the 
cell pellet resuspended. The cell suspension was 
then fixed by slowly adding Carney’s fixative (3:1, 
methanol: glacial acetic acid) while agitating the cells 
in a “ whirlimixer.” The fixing procedure was 
repeated twice. Cultures treated with 
5-fluorodeoxyuridine and methotrexate tended to 
need more fixing than normal blood cultures. The 
cell suspensions were stored at — 20°C for at least 
1 h before being put on to slides. The cell suspension 
was centrifuged at lOOg for 10 min, then resus­
pended in enough fixative to give a slightly cloudy 
suspension. A clean grease free slide was breathed 
on in order to create a layer of condensation, then 
one drop of the cell suspension was immediately 
dropped onto the centre of the slide, which was then 
air dried. Where necessary, spreading of the 
metaphase plates was improved by adding further 
acetic acid to the fixative or dropping fixative on to 
the slide after the drop of cell suspension had spread 
out. Table 1 summarises the culture methods used.
Results
The technique was developed using blood from 
known carriers of the abnormal X. Subsequently we 
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Table 1 Summary of'methods used
Constituent or step Bottle
I 2 (FM ) 3 (F96) 4
Medium 199 +  Hepes 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml
Phytohaemagglutinin 0-1 ml 0-1 ml 0-1 ml 0-1 ml
Pooled human AB serum 5% 5% 5% 5%
Fetal calf serum — — . ,— 15%
Streptomycin 100 /ig/ml 100 ^tg/ml 100 /xg/ml 100 /rg/ml
Ampicillin
5-fluorodeoxyuridine (to final
100 units/ml 100 units/ml 100 units/ml 100 units/ml
concentration of 0-6 fig/ml) 
Methotrexate (to final
— Added at 48 h Added initially —
concentration of 0-5 /xg/ml) — Added at 48 h — —
Colchicine (0-01% ) 0-1 ml at 69 h 0-1 ml at 69 h 0-1 ml at 93 h 0-1 ml at 69 h
Harvest A t 72 h A t 72 h A t 96 h . A t 72 h
Table 2 Results obtained with the four culture methods
Method No o f  cases where No o f cases where 
method gave best results method gave any result
22 affected males
1 6 15
2 7 13
3 7 14
4 2 10
4 carrier females
1 1 2
2 0 3
3 2 4
4 1 2
The greatest percentage of cells showing the abnormal X  chromosome 
in any one culture was 75% , the lowest was 4% . The percentage of cells 
affected does not seem to affect the severity'of the handicap.
tested 37 male patients from Normansfield Hospital 
suffering from undiagnosed mental handicap. In this 
group seven were found to be carriers of the fragile 
X. In a group of six boys tested, who were from a 
special school, two were found to be positive. Table 
2 summarises the results from each of the four culture 
methods used.
Discussion
The development of a reliable technique for demon­
strating the fragile X in males suffering from mental 
handicap is a necessary step to the diagnosis of car­
rier females and thus to antenatal diagnosis. A few 
cases of antenatal diagnoses have been reported but 
there are no informative series. The apparent disap­
pearance of the affected cells in women at the age of 
about 35 does not make this task easier. The technique 
is effective in blood cultures and fibroblast cultures. 
We have found only one young carrier woman, who is 
married and waiting to start a family. Now that she is 
aware that she is a carrier she has decided to postpone 
her first pregnancy in the hope that by that time the 
method will be shown to be effective. For the present 
the important Step is to test as many young males with
mental handicap as possible.
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research funds. We also thank Mrs Sheena 
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